Nachweis und molekulare Charakterisierung EpCAM-positiver Zellen im Knochenmark von Mammakarzinom-Patientinnen by Haunschild, Gundula
  
Nachweis und molekulare Charakterisierung 







ZUR ERLANGUNG DES DOKTORGRADES DER NATURWISSENSCHAFTEN    
(DR. RER. NAT.) 
DER FAKULTÄT FÜR CHEMIE UND PHARMAZIE                                                   
DER UNIVERSITÄT REGENSBURG 
 
vorgelegt von 
                                              Gundula Haunschild 
                                                  aus Regensburg 
                                                     im Jahr 2013 
 Die vorliegende Arbeit entstand im Zeitraum von September 2008 bis April 2013 unter 
Anleitung von Herrn Prof. Dr. Christoph Klein am Lehrstuhl für Experimentelle Medizin 













Dissertation eingereicht:                Juni 2013 
 
Die Arbeit wurde angeleitet von:   Herrn Prof. Dr. Christoph Klein 
 
Prüfungsausschuss: 
 Vorsitzender:  Herr Prof. Dr. Sigurd Elz 
 1. Gutachter (1. Prüfer): Herr Prof. Dr. Jens Schlossmann 
 2. Gutachter (2. Prüfer):  Herr Prof. Dr. Christoph Klein 
























Wer kämpft, kann verlieren. 













Inhaltsverzeichnis  V 
Inhaltsverzeichnis 
Inhaltsverzeichnis ............................................................................................................... V 
Abkürzungsverzeichnis ................................................................................................... VIII 
Abbildungsverzeichnis ...................................................................................................... IX 
Tabellenverzeichnis ........................................................................................................... XI 
1. Einleitung ......................................................................................................................... 1 
1.1 Tumor und Metastasierung – ein kurzer Überblick ...................................................... 1 
1.2 Epidemiologie des Mammakarzinoms ......................................................................... 2 
1.3 Einteilung und Klassifikation des Mammakarzinoms ................................................... 3 
1.4 Prognose und Therapie des Mammakarzinoms .......................................................... 5 
1.5 Minimale Resterkrankung (MRD) ................................................................................ 8 
1.6 Detektion und klinische Relevanz disseminierter Tumorzellen .................................... 9 
1.7 Molekulare Analyse disseminierter Tumorzellen ....................................................... 12 
1.8 Zielsetzung ............................................................................................................... 13 
2. Kooperationspartner, humane Proben und Materialien .............................................. 15 
2.1 Kooperationspartner.................................................................................................. 15 
2.2 Knochenmarkaspirate und Lymphknoten .................................................................. 15 
2.3 Materialien ................................................................................................................ 16 
2.3.1 Enzyme, Chemikalien, Reagenzien und Kits ................................................. 16 
2.3.2 Puffer, Lösungen und Medien ........................................................................ 18 
2.3.3 Antikörper ...................................................................................................... 22 
2.3.4 Oligonukleotide und Primer ............................................................................ 23 
2.3.5 Verbrauchsmaterialien ................................................................................... 24 
2.3.6 Geräte ........................................................................................................... 25 
2.3.7 Datenbanken und Software ........................................................................... 25 
3. Methoden ........................................................................................................................ 27 
3.1 Aufbereitung von primärem humanem Gewebe ........................................................ 27 
3.1.1 Aufarbeitung von Knochenmarkproben .......................................................... 27 
3.1.2 Aufarbeitung von Lymphknoten ..................................................................... 29 
3.2 Immunzytochemie ..................................................................................................... 29 
3.2.1 Doppelfärbung gegen EpCAM und Zytokeratine auf Haftobjektträgern .......... 29 
3.2.2 Suspensionsfärbung gegen EpCAM .............................................................. 30 
3.3 Isolierung von EpCAM+ Einzelzellen ......................................................................... 30 
3.4 Amplifikation von Transkriptom und Genom der gleichen Zelle ................................. 32 
3.4.1 Isolierung und Amplifikation des Transkriptoms ............................................. 32 
3.4.2 Aufarbeitung der genomischen DNA .............................................................. 33 
VI      Inhaltsverzeichnis 
3.5 Qualitätskontrolle der Amplifikation von Transkriptom und Genom ............................ 35 
3.6 Genspezifische PCR zur Überprüfung ausgewählter Transkripte .............................. 35 
3.7 Markierungs-PCR (WTA-Produkt) für die Microarray-Analyse ................................... 36 
3.8 Markierungs-PCR (WGA-Produkt) für die mCGH ...................................................... 37 
3.9 Restriktionsverdau der PCR-Fragmente .................................................................... 38 
3.10 Agarose Gelelektrophorese .................................................................................... 38 
3.11 Vergleichende genomische Hybridisierung (mCGH) ............................................... 40 
3.11.1 Präparation von Metaphasenchromosomen .................................................. 40 
3.11.2 Hybridisierung der markierten WGA-Produkte ............................................... 41 
3.11.3 Auswertung ................................................................................................... 42 
3.12 Microarray-Analyse ................................................................................................. 44 
3.12.1 Hybridisierung auf humane Agilent-Arrays ..................................................... 44 
3.12.2 Auswertung der Genexpressionsdaten .......................................................... 45 
3.13 Statistische Auswertung .......................................................................................... 47 
3.14 Verwendete Standardprotokolle .............................................................................. 49 
3.14.1 Zellkultur ........................................................................................................ 49 
3.14.2 Fixierung von Zellen in Suspension mit Saponin ............................................ 49 
4. Ergebnisse ..................................................................................................................... 51 
4.1 Nachweis von EpCAM und CK auf DCC ................................................................... 52 
4.1.1 Etablierung einer EpCAM/Zytokeratin-Doppelfärbung .................................... 52 
4.1.1.1 EpCAM-Einzelfluoreszenzfärbung und intrazelluläre Spezifität ...................... 52 
4.1.1.2 Zytokeratin-Einzelfluoreszenz-Färbung.......................................................... 57 
4.1.1.3 Austestung verschiedener Blockierungschritte ............................................... 58 
4.1.1.4 EpCAM/CK-Doppelfärbung mit zusätzlicher Kernfärbung .............................. 58 
4.1.2 Analyse von Patientenproben mit der Doppelfärbung .................................... 61 
4.2 Analyse von Patientenproben mit der EpCAM-Suspensionsfärbung ......................... 63 
4.2.1 Aufarbeitung der Knochenmarkaspirate ......................................................... 63 
4.2.2 Detektion von EpCAM+ Zellen in Knochenmark ............................................. 67 
4.2.3 Korrelation der EpCAM-Färbeergebnisse mit den klinischen Daten ............... 70 
4.2.4 Aufarbeitung und Detektion von EpCAM+ Zellen in Lymphknoten .................. 74 
4.2.5 Gepaarte Knochenmarkproben ...................................................................... 74 
4.3 Isolation, Amplifikation und Qualitätskontrolle von EpCAM+ Einzelzellen .................. 77 
4.4 Überprüfung der Expression ausgewählter Transkripte ............................................. 81 
4.4.1 Etablierung der genspezifischen PCR für ausgewählte Transkripte ............... 81 
4.4.2 Genspezifische PCR mit epithelialen und ausgewählten Transkripten ........... 83 
4.4.3 Korrelation der Transkript-Analysen mit klinischen Daten .............................. 88 
4.5 Untersuchung der genomischen DNA der EpCAM+ Einzelzellen ............................... 89 
4.5.1 mCGH-Analyse von EpCAM+ Zellen im Knochenmark .................................. 89 
4.5.1.1 Transkript-Ergebnisse unter Einbeziehung des mCGH-Status ....................... 91 
Inhaltsverzeichnis  VII 
4.5.2 Vergleich EpCAM+ und CK+ disseminierter Krebszellen ................................. 94 
4.5.3 mCGH Ergebnisse von EpCAM+ Zellen in Lymphknoten ............................. 101 
4.6 Untersuchung der Genexpression der EpCAM-positiven+ Einzelzellen ................... 101 
5. Diskussion ................................................................................................................... 107 
6. Zusammenfassung ...................................................................................................... 123 
7. Literaturverzeichnis ..................................................................................................... 125 
8. Danksagung ................................................................................................................. 135 
9. Eidesstattliche Erklärung ............................................................................................ 136 
10.Anhang ......................................................................................................................... 137 
10.1 Klassifikation des Mammakarzinoms .................................................................... 137 
10.2 Gradienten-PCR von PKM1 und PKM2 ................................................................ 139 
10.3 Chromosomeneinteilung nach ISCN ..................................................................... 140 
10.4 Vergleich CK-Transkript positiver und negativer EpCAM+ Zellen .......................... 141 




VIII      Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzungsverzeichnis 
- negativ   ISCN Internationales Nomenklatursystem für Humanzytogenetik 
+ positiv   KM Knochenmark 
α anti   LOH Verlust der Heterozygotie 
A Adenin   M0 ohne klinisch manifeste Metastasen 
Abb Aberration   M1 mit klinisch manifesten Metastasen (Fernmetastasen) 
adjp adjustierter/korrigierter p-Wert 
  MACS immunomagnetische Zellseparation 
AJCC American Joint Committee on Cancer   Mb Megabase 
Amp Amplifikation   MCF-7 Michigan Cancer Foundation - 7 
APC Allophycocyanin   mCGH Metaphasen-CGH 
bio Biotin   MC-x-y Zellcodierung: Mammakarzinom- Patient x-Zelle y 
bp Basenpaar    min Minute 
BSA Rinderserumalbumin   MNZ mononukleäre Zellen 




Hybridisierung   MRD minimale Resterkrankung 
CK Zytokeratin   MW arithmetisches Mittel () 
DAPI 4',6'-Diamidino-2'-Phenylindol-Dihydrochlorid   n Anzahl 
DCC disseminierte Krebszelle   PBL periphere Blutlymphozyten 
DCIS duktales Carcinoma in situ   PBS phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
dd didesoxy   PCR Polymerase-Kettenreaktion 
Del Deletion   PNA Poly-T-Peptid-Nukleinsäure 
Dig Digoxygenin   PR Progesteronrezeptor 
DNA      Desoxyribonukleinsäure   PT Primärtumor 
dNTP 2'-Desoxynukleosid-5'-triphosphat   RE Restriktionsendonuklease 
EGFR epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor   RNA Ribonukleinsäure 
EMT epithelial-mesenchymale Transition    rpm Umdrehungen pro Minute 
EpCAM epitheliales Zelladhäsionsmolekül   RT Raumtemperatur 
EpEX extrazelluläre Domäne von EpCAM    SD Standardabweichung (σ) 
EpIC intrazelluläre Domäne von EpCAM   SDS Natriumdodecylsulfat 
ER Estrogenrezeptor   sec Sekunde 
FCS Fötales Kälberserum   SLN Sentinel-Lymphknoten 
FDR false-discovery-rate   SM sex mismatch 
FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung    SSC Natriumcitrat-Kochsalzlösung 
FITC Fluorescein-isothiocyanat   T Thymin 
G Guanin   TA Annealing-Temperatur 
g Beschleunigung   TBE Tris-Borat-EDTA Puffer 
GlyA Glycophorin A   U Uracil 
GnRH Gonadorelin (Gonadotropin Releasing-Hormon)   U Unit (Aktivitätseinheit Restriktionsenzym) 
h  Stunde   UICC Union for International Cancer Control 
HD gesunder Spender   WGA Amplifikation des Gesamtgenoms 
HL60 menschliche Promyeloblasten-Zelllinie    wt Wildtyp 
ICH Immunhistochemie   WTA Amplifikation des Gesamttranskriptoms 
Abbildungsverzeichnis  IX 
Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1: Model der parallelen Progression ..................................................................................................... 8 
Abbildung 2: Übersicht der verschiedenen Phasen vor und nach der Dichtegradienten-Zentrifugation .............. 27 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der immunomagnetischen Zellseparation (MACS) ............................... 28 
Abbildung 4: Fluoreszenz-Invertmikroskop zur Isolierung von Einzelzellen......................................................... 31 
Abbildung 5: Isolierung von Einzelzellen ............................................................................................................. 31 
Abbildung 6: Objektträger mit Metaphasen-Präparation ...................................................................................... 41 
Abbildung 7: Auswertung der mCGH am Fluoreszenzmikroskop ........................................................................ 43 
Abbildung 8: Hybridisierung des markierten WTA-Produktes und anschließender Scanvorgang. ....................... 46 
Abbildung 9: Experimentelle Übersicht ................................................................................................................ 51 
Abbildung 10: Suspensionsfärbung mit EpIC und EpEX (MCF-7) ....................................................................... 54 
Abbildung 11: Färbung mit EpIC und EpEX an fixierten Zellen (HL60+) .............................................................. 55 
Abbildung 12: Färbung mit EpIC und EpEX auf Haftobjektträger (MCF-7) .......................................................... 56 
Abbildung 13: EpIC- und EpEX-Färbung – Detailaufnahme ................................................................................ 56 
Abbildung 14: EpCAM/CK-Doppelfärbung auf Haftobjektträger .......................................................................... 60 
Abbildung 15: EpCAM/CK-Doppelfärbung auf Haftobjektträger .......................................................................... 62 
Abbildung 16: Überblick über die versch. Aufarbeitungswege der eingegangenen Knochenmarkaspirate ......... 66 
Abbildung 17: EpCAM+ Zellen in M0, M1 und HD-Knochenmarkproben .............................................................. 68 
Abbildung 18: Vergleich der Anzahl an EpCAM+ Zellen in 106 untersuchten Zellen ............................................ 69 
Abbildung 19: Alter zum Zeitpunkt der Primäroperation der Subtypen. ............................................................... 72 
Abbildung 20: Vergleich der Anzahl an EpCAM+ und CK+ Zellen der gepaarten Proben ..................................... 76 
Abbildung 21: Beispiel der Qualitätskontrolle von WTA- und WGA-Produkt ........................................................ 78 
Abbildung 22: Einteilung der 423 EpCAM+ und EpCAM- Einzelzellen hinsichtlich ihrer Qualität. ........................ 80 
Abbildung 23: Übersicht der Verwendung der EpCAM+ Einzelzellen für die molekulare Charakterisierung ........ 81 
Abbildung 24: Sequenzausschnitt HER2 (Exon 15-18) ....................................................................................... 82 
Abbildung 25: Sequenzausschnitt PKM1 und PKM2. .......................................................................................... 82 
Abbildung 26: Restriktionsverdau der HER2- und PKM-Amplifikate .................................................................... 83 
Abbildung 27: Restriktionsverdau von Transkripten ausgewählter Gene ............................................................. 83 
Abbildung 28: Expression von ausgewählten Transkripten in Zellpools .............................................................. 84 
X      Tabellenverzeichnis 
Abbildung 29: Expression von ausgewählten Transkripten in 32 EpCAM- und 151 EpCAM+ M0 Zellen 
(Suspensionsfärbung). ................................................................................................................. 85 
Abbildung 30: Gesamtübersicht der Expression von epithelialen Transkripten ................................................... 86 
Abbildung 31: Gesamtübersicht der epithelialen Transkript Phänotypen ............................................................. 86 
Abbildung 32: Expression von ausgewählten Transkripten.................................................................................. 87 
Abbildung 33: Expression von ausgewählten Transkripten CD45-negativer und CD45-positiver Zellen. ............ 88 
Abbildung 34: Übersicht der mCGH Ergebnisse .................................................................................................. 90 
Abbildung 35: Balancierte und aberrante mCGH Profile...................................................................................... 91 
Abbildung 36: Expression von ausgewählten Transkripten 46 aberranter und balancierter M0 Zellen ................ 92 
Abbildung 37: Gesamtübersicht der Expression von ausgewählten Transkripten unter Einbeziehung der      
mCGH Ergebnisse. ...................................................................................................................... 92 
Abbildung 38: Histoplot der mCGH Aberrationen aller M0 und M1 DCC .............................................................. 95 
Abbildung 39: Vergleich von EpCAM+ und CK+ M0 und M1 DCC ......................................................................... 97 
Abbildung 40: Hierarchische-Clusteranalyse der mCGH-Aberrationen aller aberranten EpCAM+ DCC ............ 100 
Abbildung 41: mCGH Profil einer EpCAM+ Zelle aus dem Lymphknoten einer M0 Mammakarzinom-Patientin. 101 
Abbildung 42: Heatmap der Genexpressionsergebnisse. .................................................................................. 103 
Abbildung 43: Validierung der Genexpressionsergebnisse mit der genspezifischen PCR................................. 104 
Abbildung 44: Ward-Clustering der Genexpressionsdaten von 29 aberranten EpCAM+ DCC. .......................... 105 
Abbildung 45: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse .......................................................................... 124 
Abbildung 46: Gradienten-PCR von PKM1 und PKM2 ...................................................................................... 139 
Abbildung 47: Chromosomeneinteilung nach ISCN ........................................................................................... 140 







Tabellenverzeichnis  XI 
Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1: Eigenschaften der durch Genexpressionsanalysen identifizierten molekularen Subtypen  .................... 4 
Tabelle 2: Mammakarzinom-Subtypen nach ER-, PR-, HER2-, CK5/6-, EGFR- und Ki67-Status .......................... 4 
Tabelle 3: Mammakarzinom-Subtypen nach Estrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor- und HER2-Status ............. 5 
Tabelle 4: Prognose der sechs Mammakarzinom-Subtypen ................................................................................... 6 
Tabelle 5: Immunhistochemische Subtypen des Mammakarzinoms und therapeutische Empfehlungen ............... 7 
Tabelle 6: Verwendete Enzyme, Chemikalien, Reagenzien und Kits .................................................................... 16 
Tabelle 7: Verwendete Antikörper ......................................................................................................................... 22 
Tabelle 8: Oligonukleotide und Primer für spezifische PCR .................................................................................. 23 
Tabelle 9: Oligonukleotide und Primer für die primäre Amplifikation humaner cDNA und gDNA .......................... 24 
Tabelle 10: Verwendete Verbrauchsmateralien ..................................................................................................... 24 
Tabelle 11: Benutzte Geräte ................................................................................................................................. 25 
Tabelle 12: Verwendete Datenbanken und Software ............................................................................................ 25 
Tabelle 13: Absorption und Emission aller verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe ................................................... 30 
Tabelle 14: PCR-Programm für die Primäramplifikation der cDNA ....................................................................... 33 
Tabelle 15: PCR-Programm für die Primäramplifikation genomischer DNA .......................................................... 34 
Tabelle 16: PCR-Ansatz für die Durchführung der Qualitätskontrolle ................................................................... 35 
Tabelle 17: PCR-Programm für die Qualitätskontrolle von WTA- und WGA-Produkt ............................................ 36 
Tabelle 18: Genspezifische PCR - ausgewählte Gene ......................................................................................... 36 
Tabelle 19: Ansatz für die WTA-Produkt Markierung ............................................................................................. 36 
Tabelle 20: PCR-Programm zur WTA-Produkt Markierung ................................................................................... 37 
Tabelle 21: Ansatz für die WGA-Produkt Markierung ............................................................................................ 37 
Tabelle 22: PCR-Programm zur WGA-Produkt Markierung .................................................................................. 38 
Tabelle 23: PCR-Ansatz für den Restriktionsverdau ............................................................................................. 38 
Tabelle 24: Verwendete Restriktionsenzyme und Inkubations- bzw. Inaktivierungsparameter ............................. 39 
Tabelle 25: Ansatz der Fällung von Test- und Referenz-DNA ............................................................................... 41 
Tabelle 26: Zusammensetzung des Antikörpermix ............................................................................................... 42 
Tabelle 27: Zusammensetzung des Hybridisierungs-Mix ...................................................................................... 45 
Tabelle 28: Verwendete Zelllinien und Medien ...................................................................................................... 49 
Tabelle 29: Übersicht der getesteten Verdünnungen und Antikörper .................................................................... 52 
Tabelle 30: Übersicht der verwendeten Antikörper zum Vergleich von EpIC und EpEX ....................................... 53 
Tabelle 31: Übersicht der getesteten Verdünnungen und Antikörper: CK-Fluoreszenzfärbung ............................ 57 
XII      Tabellenverzeichnis 
Tabelle 32: Kreuztest-Versuche zur Überprüfung der Kreuzreaktivität der Antikörper .......................................... 59 
Tabelle 33: Übersicht der verwendeten Antikörper für die EpCAM/CK-Fluoreszenzfärbung ................................. 59 
Tabelle 34: Klinische Daten zu den Knochenmark-Haftobjektträgern aus Augsburg ............................................ 61 
Tabelle 35: Ergebnisse der EpCAM/CK-Doppelfärbung von 37 Patientenproben ................................................ 63 
Tabelle 36: Herkunft und Aufarbeitung der eingegangenen Knochenmarkaspirate .............................................. 64 
Tabelle 37: Kennzahlen während der Knochenmarkaufarbeitung und Anzahl der mit dem EpCAM-Antikörper 
gefärbten Zellen ................................................................................................................................. 65 
Tabelle 38: Aufarbeitung der Knochenmarkproben ............................................................................................... 66 
Tabelle 39: EpCAM-positive Zellen im Knochenmark ........................................................................................... 67 
Tabelle 40: EpCAM Positivität abhängig von der Aufarbeitungszeit (Zeitintervall) und der Dichte der Gradienten 68 
Tabelle 41: Klinische Daten und histopathologische Charakteristika der bearbeiteten Patientenproben .............. 70 
Tabelle 42: EpCAM+ Zellen zu verschiedenen OP-Zeitpunkten und innerhalb der Mammakarzinom-Subtypen .. 72 
Tabelle 43: Korrelation klinischer Daten der M0 Patientinnen mit dem EpCAM-Färbeergebnis ............................ 73 
Tabelle 44: Patientendaten zu den gepaarten Knochenmarkproben .................................................................... 75 
Tabelle 45: Isolierte Zellen aus Knochenmarkproben und Lymphknoten .............................................................. 77 
Tabelle 46: Ergebnisse der Qualitätskontrolle von WTA- und WGA-Produkten der Knochenmarkzellen.............. 79 
Tabelle 47: Ergebnisse der Qualitätskontrolle von WTA- und WGA-Produkten der Lymphknotenzellen. ............. 79 
Tabelle 48: Gesamtzahl an Zellen mit guter Qualität des WTA- und WGA-Produktes .......................................... 79 
Tabelle 49: Vergleich der WTA-Produktqualität hinsichtlich der Aufarbeitungszeit (Zeitintervall) .......................... 80 
Tabelle 50: Gesamtübersicht der EpCAM/CK-Transkript-Gruppen ....................................................................... 87 
Tabelle 51: Korrelation von klinischen Daten mit den Ergebnissen der genspezifischen PCR. ............................ 89 
Tabelle 52: Überprüfung der Korrelation klinischer Daten mit den Ergebnissen der genspezifischen PCR der 
gesicherten M0 DCC .......................................................................................................................... 93 
Tabelle 53: Vergleich der EpCAM- und CK-DCC-Kollektive in Hinsicht auf Patientenzahl, Zellzahl pro Patientin 94 
Tabelle 54: Auflistung der adjp-Werte beim Vergleich von EpCAM+ oder CK+ M0 und M1 DCC ............................ 96 
Tabelle 55: Korrelation von Aufarbeitungscharakteristika und klinischen Daten mit dem mCGH-Status .............. 98 
Tabelle 56: Metastasierung und genomische Aberrationen der M1 Patientinnen .................................................. 99 
Tabelle 57: Verteilung der DCC im Genexpressionscluster und mCGH-Cluster. ................................................ 106 
Tabelle 58: Vergleich der genomischen Aberrationen von Primärtumor und DCC ............................................... 117 
Tabelle 59: TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms ....................................................................................... 137 
Tabelle 60: Stadieneinteilung nach UICC ........................................................................................................... 137 
Tabelle 61: Grading des Mammakarzinoms ........................................................................................................ 138 
Tabelle 62: Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner ......................................................................... 138 
Tabelle 63: Score-Werte bei der HER2 Immunohistochemie .............................................................................. 138 
Einleitung 1 
1. Einleitung 
1.1 Tumor und Metastasierung – ein kurzer Überblick 
Als Tumor wird eine „örtlich umschriebene Zunahme des Gewebevolumens“ definiert 
(Hildebrandt et al., 1997). Im engeren Sinn spricht man von einem unkontrollierten 
Zellwachstum (Neoplasie) im Körper. Dabei kann es sich um eine gutartige (benigne) oder 
um eine bösartige (maligne) Neoplasie handeln, welche auch als Krebs bezeichnet wird. 
Kennzeichnend für diese malignen Tumoren ist ihr invasives Wachstum, ihre Fähigkeit das 
umliegende Gewebe zu infiltrieren und über die Blutbahn (hämatogen) und/oder über 
Lymphgefäße (lymphogen) zu streuen und schließlich in anderen Geweben Tochter-
geschwulste (Metastasen) zu bilden. Aus epithelialen Geweben hervorgegangene Tumoren 
werden als Karzinome bezeichnet, wie z.B. das Mammakarzinom oder das 
Prostatakarzinom. Gestreute (disseminierte) Krebszellen, die sich in anderen Organen 
ansiedeln und proliferieren, werden Metastasen oder Sekundärtumoren genannt, die 
ursprüngliche Neoplasie wird als Primärtumor bezeichnet. Ausgelöst durch DNA-Schäden, 
die zum Wachstum und Überlebensvorteil von Zellen führen, beginnt der Prozess der 
Karzinogenese (Greaves, 2002). Charakteristisch für einen malignen Tumor ist neben der 
genetischen Instabilität die Fähigkeit zur Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, 
Wachstumsfaktor-unabhängiges Wachstum, eine Unempfindlichkeit gegenüber Wachstums-
Hemmsignalen, die Umgehung der Apoptose, ein grenzenloses Replikationspotential, die 
fortwährende Angiogenese (Blutgefäßneubildung) sowie das Eindringen in umliegendes 
Gewebe, gefolgt von der Metastasierung (Hanahan und Weinberg, 2000; Loberg et al., 
2007). Die meisten Patienten sterben nicht aufgrund des Primärtumors, sondern in Folge der 
Metastasierung in andere Organe (Bendre et al., 2003; Loberg et al., 2007). Die 
Metastasierung ist ein mehrstufiger Prozess, der sich aus dem Ablösen von Zellen des 
Primärtumors, dem Eintritt dieser Zellen ins Blutsystem inklusive dem Transport in entfernte 
Organe und dem Austritt aus dem Blutsystem zusammensetzt (Fidler, 2003). Unter 
geeigneten Bedingungen proliferieren die Tumorzellen in dem fremden Organ und initiieren 
die Angiogenese. Der erste Schritt der Metastasierung, der bereits im Primärtumor 
stattfindet, ist die Veränderung der zellspezifischen Eigenschaften der Zellen durch die 
epithelial-mesenchymale Transition (EMT, Weinberg, 2007). Durch das Aneignen von 
mesenchymalen Eigenschaften erlangen epitheliale Tumorzellen die Fähigkeit zu migrieren. 
Dieser mehrschrittige Prozess der Metastasierung ist jedoch nur selten erfolgreich, wobei die 
Effizienz von Stufe zu Stufe abnimmt (Luzzi et al., 1998; Valastyan und Weinberg, 2011). Im 
Mausmodel konnte gezeigt werden, dass nur 0,01 % injizierter Krebszellen in der Lage sind 
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eine Makrometastase zu bilden (Fidler, 1970). Bis jetzt ist nicht bekannt, welche Zellen alle 
Schritte bis zur Metastasierung erfolgreich absolvieren können und welche genetischen 
Eigenschaften dazu essentiell sind. Werden bei den Patienten Metastasen diagnostiziert, ist 
im Allgemeinen nur noch eine palliative Therapie möglich. Deswegen ist die Entwicklung von 
Medikamenten, die das Auswachsen dieser metastatischen Vorläuferzellen zu Metastasen 
verhindern, von äußerster Bedeutung. 
1.2 Epidemiologie des Mammakarzinoms 
Das Mammakarzinom ist mit einer Inzidenz (Anzahl der Neuerkrankungen) von rund 72.000 
die häufigste Krebserkrankung bei Frauen in Deutschland und die vierthäufigste 
Todesursache (Bertz et al., 2010; Statistisches Bundesamt, 2013). Seit 1980 ist die 
Inzidenzrate deutschlandweit um ca. 65 % gestiegen (Bertz et al., 2010), weltweit hat sie 
sich mehr als verdoppelt (Forouzanfar et al., 2011). In Deutschland ist der Anstieg unter 
anderem auf die Einführung des Mammographie-Screenings zwischen 2005 und 2008 
zurückzuführen. Dadurch werden Vorstufen und (benigne) Tumoren bereits in einem sehr 
frühen Stadium detektiert. Darüber hinaus sank die Mortalität leicht (Bertz et al., 2010), die 
relative Fünf-Jahres-Überlebensrate liegt zwischen 81 % und 86 % (Bertz et al., 2010; Hiripi 
et al., 2012; TRM, 2013a). In Deutschland verstarben im Jahr 2011 17.815 Frauen an 
bösartigen Neubildungen der Brustdrüse, was 17,5 % der krebsbedingten Todesfälle bei 
Frauen entspricht (Statistisches Bundesamt, 2013). Das durchschnittliche Alter zum 
Zeitpunkt der Diagnose beträgt 63 Jahre, wobei knapp 40 % der Patientinnen vor dem 
60. Lebensjahr diagnostiziert werden (Bertz et al., 2010; TRM, 2013a). Bei Männern ist die 
Erkrankungsrate mit einer Inzidenz von 1,3 je 100.000 Männer sehr gering (Bertz et al., 
2010). Weltweit steht das Mammakarzinom mit 458.000 Todesfällen auf Platz fünf der 
krebsbezogenen Todesfälle (Stand: 2008, WHO, 2013). 
Bei der hereditären Form des Mammakarzinoms liegt eine familiäre Vorbelastung vor. 
Zwischen 5 und 10 % der Patientinnen sind von dieser Form betroffen (Lynch et al., 2012), 
bei der auch ein erhöhtes Risiko für Ovarialkarzinome festgestellt werden konnte. Als 
Ursache hierfür sind Mutationen in Suszeptibilitätsgenen zu sehen. Die zwei bekanntesten 
sind die Tumorsuppressor-Gene „breast cancer 1“ (BRCA1) und „breast cancer 2“ (BRCA2), 
die für ca. 25-55 % der familiären Erkrankungen verantwortlich sind (Thomssen und Wand, 
2012). Frauen mit Mutationen in diesen beiden Genen entwickeln mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 50-80 % im Laufe ihres Lebens ein Mammakarzinom (Roy et al., 
2012). Daneben tritt die sporadische Form des Mammakarzinoms auf. Als Risikofaktoren 
hierfür gelten unter anderem das Auftreten der Menarche vor dem elften Lebensjahr oder der 
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Eintritt der Menopause nach dem 54. Lebensjahr. Ebenso haben Frauen, die zum Zeitpunkt 
der ersten Lebendgeburt über 40 Jahre alt sind, keine Kinder bekommen haben, nicht gestillt 
oder exogene Hormone eingenommen haben, ein höheres Erkrankungsrisiko (Veronesi et 
al., 2005). 
1.3 Einteilung und Klassifikation des Mammakarzinoms 
Als präinvasives Stadium des Mammakarzinoms wird das Carcinoma in situ angesehen. Am 
häufigsten tritt die duktale Form (DCIS) auf, bei der die Neoplasie auf das Innere der 
Milchgänge beschränkt ist. Dabei hat nach der derzeit anerkannten klinischen Auffassung die 
Überschreitung der natürlichen Gewebsgrenze durch die Basalmembran noch nicht 
stattgefunden. Findet diese Überschreitung statt, spricht man vom invasiven Mamma-
karzinom. Die histologische Einteilung unterscheidet im Wesentlichen zwischen dem invasiv 
duktalen Karzinom, welches bei 80 % der Patientinnen auftritt, und den invasiv lobulären, 
tubulären, medullären, muzinösen und papillären Karzinomen (Lakhani et al., 2012).  
Die Grundlage für die Einteilung in unterschiedliche Krankheitsstadien bildet die TNM-
Klassifikation, welche von der AJCC (American Joint Committee on Cancer) und UICC 
(Union for International Cancer Control) erarbeitet wurde (UICC, 2009; AJCC, 2010). Dabei 
wird der Durchmesser des Primärtumors (T), der Befall der regionalen Lymphknoten der 
Brust oder Achselhöhle (N) sowie das Vorliegen von Fernmetastasen (M) bestimmt. Durch 
Indexzahlen werden verschiedene Ausbreitungsstadien definiert, z.B. steht M1 für das 
Vorhandensein von Fernmetastasen, wogegen bei einem M0-Stadium keine Fernmetastasen 
vorliegen (Anhang Tabelle 59). In den USA wird die TNM-Klassifikation zu fünf Stadien 
zusammengefasst (UICC-Stadium 0-Ⅳ, Anhang Tabelle 60, UICC, 2009).  
Mit dem Differenzierungsgrad (Grading G) nach Elston und Ellis erfolgt eine histologisch-
morphologische Einteilung anhand der Tubulusformation, der Kernpolymorphie und der 
Mitoserate (Elston und Ellis, 1991). Dazu wird jeweils ein Score zwischen eins und drei 
bestimmt, die Addition dieser Werte ergibt den Malignitätsgrad (Anhang Tabelle 61).  
Endokrines Ansprechen und damit die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus von Estrogen 
(ER) und Progesteron (PR) wird mit Hilfe des Immunreaktiven Score (IRS) nach Remmele 
und Stegner bestimmt, welcher aus dem Produkt von Färbeintensität und dem Prozentsatz 
positiver Zellen gebildet wird (Anhang Tabelle 62, Remmele und Stegner, 1987). Die 
Bewertung als ER+ bzw. PR+ erfordert mindestens 10 % positive Zellen, also einen IRS von 
mindestens zwei. Neueste Empfehlungen gehen sogar soweit, dass Patientinnen mit 
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Tabelle 1: Eigenschaften der durch Genexpressionsanalysen identifizierten molekularen Subtypen des 
Mammakarzinoms, modifiziert nach Eroles et al., 2012 
 
≥1 % positiver Zellen als positiv zu werten und damit endokrin zu behandeln sind (Goldhirsch 
et al., 2009). 
Des Weiteren wird der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2, ERBB2) 
untersucht, welcher die Zellproliferation stimuliert und die Apoptose hemmt. Mit Hilfe von 
Immunhistochemie (IHC) und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wird getestet, ob die 
Tumorzellen HER2 überexprimieren (Wolff et al., 2007). Basierend auf der Färbeintensität 
wird ein Score zwischen null und drei vergeben (Anhang Tabelle 63). Patientinnen mit dem 
Score 3+ werden als stark positiv gewertet, bei einem schwach positiven Ergebnis 
(Score 2+) wird zusätzlich mit Hilfe der FISH die HER2-Amplifikation geprüft (Diaz, 2001). 
Mit Hilfe von Genexpressionsanalysen (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Sotiriou et al., 
2003) konnte das Mammakarzinom weiter charakterisiert werden. Hierbei ermöglicht die 
Expression charakteristischer Gene die Einteilung in sechs Untergruppen (Tabelle 1). In 
Folge dessen wurden Marker identifiziert, deren Hilfe die annähernd immunhistochemische 
Einteilung dieser sechs Subtypen ermöglichte.  
Tabelle 2: Mammakarzinom-Subtypen nach Estrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor-, HER2-, CK5/6-, 
EGFR- und Ki67-Status, Häufigkeitswerte basierend auf Kennecke et al., 2010 
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Tabelle 3: Mammakarzinom-Subtypen nach Estrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor- und HER2-Status, 
Häufigkeitswerte basierend auf Schnitt, 2010 
 
Neben den Routine-Markern ER, PR und HER2 wurden Zytokeratin 5/6, der epidermale 
Wachstumsfaktorrezeptor EGFR und der Proliferationsmarker Ki67 als zusätzliche Marker 
verwendet (Tabelle 2). In der Routine werden die drei immunhistochemischen Standard-
marker verwendet, die eine Einteilung in vier Subtypen des Mammakarzinoms ermöglichen 
(Tabelle 3, Schnitt, 2010; Gruver et al., 2011). Auch für die vorliegende Arbeit wurde diese 
Einteilung verwendet. 
1.4 Prognose und Therapie des Mammakarzinoms 
Bei ungefähr 6 % der Patientinnen werden bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 
Metastasen detektiert, bei 20-50 % der anfänglichen M0 Patientinnen tritt im Lauf der 
Erkrankung eine Metastasierung auf (Cardoso und Castiglione, 2009; Lu et al., 2009; SEER, 
2013). Das Risiko ist abhängig von den Tumorcharakteristika zum Zeitpunkt der 
Erstdiagnose, wie TNM-Status, Hormonrezeptorstatus (Alanko et al., 1985) und HER2-Status 
(S. Chia et al., 2008). Die vier Organe, in denen zuerst Metastasen beobachtet werden, sind 
der Knochen (41 %), die Lunge (22 %), die Leber (7 %) und das Gehirn (7 %, Berman et al., 
2013). Je weiter fortgeschritten der T-Status des Tumors ist, desto geringer ist die relative 
Fünf-Jahres-Überlebensrate (TRM, 2013b). Ebenso hat die Ausbreitung des Tumors im 
Körper einen Einfluss auf die relative Fünf-Jahres-Überlebensrate. So fällt sie bei 
Patientinnen mit Lymphknoten-Befall geringer aus als bei lediglich lokaler Erkrankung. Treten 
Fernmetastasen auf, verringert sich die Fünf-Jahres-Überlebensrate drastisch auf bis zu 
26 % (Lu et al., 2009). Unterteilt in die verschiedenen Arten der Progression ist eine 
Abnahme der Überlebensrate in der folgenden Reihenfolge zu beobachten: Lokalrezidiv, 
Lymphknotenrezidiv, Fernmetastase (TRM, 2013b). In einer Auswertung von mehreren 
Studien wurden bei 10.159 Patientinnen die sechs Subtypen untersucht, die immun-
histochemisch bestimmt wurden (Tabelle 2). Bei Patientinnen mit Luminal HER2- Tumoren 
blieb die Sterblichkeitsrate im Verlauf der Beobachtungsphase gleich, wogegen bei 
Luminal HER2+ und non-luminal Tumoren die Sterblichkeitsraten in den ersten fünf Jahren 
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Tabelle 4: Prognose der sechs Mammakarzinom-Subtypen. * Fernmetastasierung; basierend auf (Kennecke 
et al., 2010) 
 
nach Diagnose leicht anstieg, um dann langsam abzunehmen (Tabelle 4, Blows et al., 2010). 
Ebenfalls unterscheiden sich die Subtypen hinsichtlich des Auftretens von Metastasen 
signifikant. So treten bei Patientinnen mit Triple negativen Tumoren eher (Median 
27,5 Monate) Hirnmetastasen auf als bei Patientinnen aller anderen Subtypen (Sperduto et 
al., 2013). Bei den luminalen Tumoren sind dagegen eher Knochenmetastasen nachweisbar 
(Smid et al., 2008). Auch die Einteilung mit Hilfe der Genexpressionsdaten bestätigte, dass 
sich die Subtypen hinsichtlich des Überlebens der Patientinnen unterscheiden (Tabelle 1, 
Prat et al., 2010).  
Bei der Behandlung des Mammakarzinoms wird in erster Linie die chirurgische Entfernung 
des Tumors und eventuell zusätzlich die Entfernung befallener axillärer Lymphknoten 
angestrebt. Sollte eine präoperative (neoadjuvante) medikamentöse Therapie stattgefunden 
haben, findet die Operation direkt anschließend statt. Bei etwa 70 % der Karzinome kann 
brusterhaltend operiert werden (Winzer, 2005), wobei anschließend fast immer eine 
Strahlentherapie empfohlen wird. In den restlichen Fällen muss die Mastektomie 
durchgeführt werden. Als Kontrolle, ob der Tumor vollständig entfernt werden konnte, wird 
die Resektion (R) angegeben. R0 bedeutet, dass kein Tumorgewebe am Resektionsrand 
mehr nachweisbar war, bei R1 sind histopathologisch noch Tumoranteile detektierbar. 
Anschließend können die befallene Brustseite, der Thorax, die Axilla und weitere 
Lymphabflusswege gezielt bestrahlt werden, um die Rezidivrate zu senken. Als systemische 
Therapie werden Chemotherapeutika, die endokrine Therapie und zielgerichtete Antikörper 
eingesetzt. Die vorausgegangene Klassifizierung des Mammakarzinoms dient hierbei als 
Grundlage der Therapieentscheidung. Als Zytostatika werden Cyclophosphamid, Metho-
trexat, 5-Fluorouracil, Anthracycline oder Taxane verwendet. Durch die endokrine Therapie 
soll die Proliferation der Tumorzellen gehemmt werden. Es finden selektive Estrogen-
rezeptormodulatoren (Tamoxifen, Raloxifen) und Aromatasehemmer (Anastrozol, Letrozol, 
Exemestan) bei postmenopausalen Frauen und GnRH-Analoga (Goserelin, Buserelin) im 
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prämenopausalen Stadium Anwendung. Bei 15-20 % der Mammakarzinome liegt eine 
HER2-Überexpression vor (Khasraw und Bell, 2012). Diese Patientinnen werden mit dem 
humanisierten monoklonalen Antikörper Trastuzumab (Herceptin®) behandelt. Trastuzumab 
ist außerdem für die Therapie bei metastasierten Patientinnen zugelassen. Sind bereits 
Knochenmetastasen aufgetreten, werden Bisphosphonate (Zoledronsäure, Ibandronsäure) 
verabreicht. Bei metastasierten HER2- Tumoren kann eine Therapie mit dem Angiogenese-
Hemmer Bevacizumab (Avastin®) angezeigt sein.  
Die genaue Einteilung des Mammakarzinoms hat zu neuen Therapieempfehlungen geführt, 
bei denen die Behandlungsstrategie aufgrund molekularer individueller Eigenschaften des 
Tumors getroffen wird. So wurden auf der Konsensus-Konferenz 2011 in St. Gallen 
Therapieempfehlungen für vier Subklassifizierungen des Mammakarzinoms gegeben 
(Tabelle 5, Goldhirsch et al., 2011). Daneben wird auch weiterhin die TNM-Klassifizierung, 
die anatomische Ausbreitung und das Alter bzw. der Menopausenstatus der Patientin 
berücksichtigt.  
Zudem liefern aktuelle Studien Hinweise darauf, dass die Subtypen unterschiedlich auf neue 
Therapien ansprechen und dies in klinischen Studien berücksichtigt werden muss (Curigliano 
et al., 2012). So gibt es erste Hinweise, dass vor allem Patientinnen mit Triple negativen 
Tumoren von einer Bevacizumab Therapie profitieren (O'Shaughnessy et al., 2010).  
Trotz des wissenschaftlichen Fortschritts in der Klassifizierung des Mammakarzinoms 
werden in der Routinediagnostik meist nur die klassischen immunhistochemischen Marker 
verwendet und daraus die Therapieentscheidung abgeleitet. Zukünftig werden das bessere 
Verständnis der molekularen Strukturen, des therapeutischen Ansprechens und eventuell 
eine weitere Unterteilung der Subtypen mit Hilfe neuerer Genexpressionsanalysen oder 
 
Tabelle 5: Immunhistochemische Subtypen des Mammakarzinoms und therapeutische Empfehlungen, 
modifiziert nach Goldhirsch et al., 2011 
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zusätzlichen Genomanalysen den nächsten Schritt zu einer personalisierten Therapie des 
Mammakarzinoms ermöglichen. Durch eine bessere Abschätzung des individuellen Risikos 
und der zu erwartenden Wirkung adjuvanter Therapien kann die Prognose der einzelnen 
Patientin weiter verbessert werden. 
1.5 Minimale Resterkrankung (MRD) 
Obwohl sehr wenige Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Makrometastasen 
aufweisen, sind bei einigen Patienten im Blut zirkulierende (circulating tumour cell - CTC) 
und/oder disseminierte Krebszellen (disseminated cancer cell - DCC) im Knochenmark oder 
in Lymphknoten detektierbar. Das Vorliegen dieser Zellen wird auch als minimale 
Resterkrankung (minimal residual disease, MRD) bezeichnet, weil sie bei den Routine-
untersuchungen nicht erkannt werden und oft erst nach mehreren Jahren zur Bildung von 
Metastasen führen.  
 
Abbildung 1: Model der parallelen Progression: Im oberen Teil der Abbildung ist die Entwicklung des 
Primärtumors gezeigt, die bis zur Detektion durchschnittlich zwölf Jahre dauert. Bereits vor der Diagnose 
disseminieren genetisch unterschiedliche Zellen (angedeutet durch verschiedene Farben) zu verschiedenen 
Zeitpunkten vom Primärtumor. Diese DCC wandern in unterschiedliche Organe und wachsen dort parallel mit 
unterschiedlicher Differenzierungsrate (unterer Teil der Abbildung). Die genetischen Veränderungen der 
Metastasen unterscheiden sich dabei von denen des Primärtumors. Modifiziert nach Klein, 2009 
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Die therapeutische Strategie der Behandlung von Karzinompatienten wird aufgrund der 
Charakterisierung des Primärtumors festgelegt. Dies beruht auf dem Modell der linearen 
Tumorprogression (Fearon und Vogelstein, 1990), welches davon ausgeht, dass die 
Disseminierung von Tumorzellen erst zu einem sehr späten Zeitpunkt stattfindet. Zu diesem 
Zeitpunkt besitzt der Tumor schon seinen vollständigen malignen Phänotyp und der Großteil 
der Zellen hat zusätzliche Mutationen erworben. Daher wird z.B. eine adjuvante Therapie mit 
Trastuzumab (Herceptin®), einem monoklonalen Antikörper gegen ERBB2 (HER2), nur bei 
Mammakarzinom-Patientinnen empfohlen, deren Tumor eine Amplifikation von HER2 
aufweist. Dies geschieht unter der Annahme, dass CTC und DCC die gleichen Zielstrukturen 
des Primärtumors aufweisen. Dass dies in knapp 50 % der untersuchten Mammakarzinom-
Patientinnen bezüglich des HER2-Status nicht zutrifft, konnte erst kürzlich gezeigt werden 
(Hartkopf et al., 2013). Es besteht eine Diskrepanz zwischen den Eigenschaften des 
Primärtumors und den CTC bzw. DCC. Tatsächlich unterscheidet sich der Primärtumor in bis 
zu 85 % der Fälle in der Anzahl und Art der genetischen Veränderungen (Punktmutationen, 
Verlust der Heterozygotie (LOH) und chromosomale Aberrationen) von der dazugehörigen 
Metastase (Stoecklein und Klein, 2010). Daraus lässt sich schließen, dass die DCC schon 
sehr früh in der Entwicklung des Tumors disseminieren und die vom Primärtumor 
unterschiedlichen Veränderungen erst zu einem späteren Zeitpunkt angeeignet werden 
(Abbildung 1). Dieses Model ist auch als das Model der parallelen Tumorprogression 
bekannt (Klein, 2009). Es wird geschätzt, dass die Metastasierung bis zu sechs Jahre vor 
der Diagnose stattfindet (Engel et al., 2003; Klein und Holzel, 2006). Dabei metastasieren 
vor allem Prostata-, Mamma- und Lungenkarzinome bevorzugt ins Knochenmark (Mundy, 
2002). Seit einigen Jahren ist die Detektion epithelialer Zellen im Knochenmark von 
Mammakarzinom-Patientinnen Teil der TNM-Klassifikation. Unter der Bezeichnung T1mi 
werden Mikroinvasionen ≤0,1 cm angegeben (Anhang Tabelle 59).  
1.6 Detektion und klinische Relevanz disseminierter Tumorzellen 
DCC können im Blut, Knochenmark und Lymphknoten von Tumorpatienten detektiert 
werden. In diesen Organen kommen vor allem hämatopoetische mesenchymale Zellen vor. 
Daher können DCC mit einem Antikörper gegen epitheliale Zytokeratine (z.B. CK8, CK18, 
CK19) oder das epitheliale Zelladhäsionsmolekül (EpCAM) detektiert werden (Schlimok et 
al., 1987; Malzahn et al., 1998; Woelfle et al., 2005). Zytokeratine sind die Intermediär-
filamente der epithelialen Zellen und ermöglichen die mechanische Stabilität der Zelle. Damit 
und durch den Kontakt der Zellen untereinander sorgen sie für die Funktionsfähigkeit der 
epithelialen Gewebe. Insgesamt sind 54 verschiedene menschliche Zytokeratin-Gene 
bekannt, durch die die betroffenen Zellen als epithelial charakterisiert werden können (Moll et 
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al., 2008). Diese charakteristische Expression wird vom Tumor beibehalten und so können 
Antikörper gegen die Zytokeratine 5, 7, 8/18, 19 und 20 als Differenzierungsmarker bei der 
Diagnose des Primärtumors und zur Detektion von disseminierten Zellen genutzt werden 
(Moll et al., 2008).  
Bei EpCAM handelt es sich um das erste entdeckte Tumor-assoziierte Antigen, welches mit 
einem monoklonalen Antikörper identifiziert wurde (Herlyn et al., 1979). EpCAM ist ein 
transmembranäres Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 40 kDa und besteht aus 
314 Aminosäuren. Diese sind unterteilt in eine große Extrazellulärdomäne (EpEX, 
242 Aminosäuren), einen Transmembranbereich und eine kurze Intrazellulärdomäne (EpIC, 
26 Aminosäuren, Strnad et al., 1989). EpCAM wird häufig von einschichtigen Epithelien, 
Vorläuferzellen, embryonalen und Gewebs-Stammzellen überexprimiert (Denzel et al., 2009) 
und spielt physiologisch eine Rolle bei der homotypischen Zell-Zell-Adhäsion (Munz et al., 
2009). Daneben wird EpCAM auch von der Mehrheit der Karzinome überexprimiert, wobei 
die Expression u.a. in Mammakarzinomen mit einer verringerten metastasefreien bzw. 
Gesamtüberlebenszeit assoziiert ist (Spizzo et al., 2002; Spizzo et al., 2004; Schmidt et al., 
2011; Saadatmand et al., 2013; Soysal et al., 2013). Außerdem haben Studien eine Rolle in 
der Signaltransduktion (Maetzel et al., 2009) und Förderung der Gentranskription und 
Zellproliferation nachgewiesen (Munz et al., 2004). Durch die Fähigkeit zur Hochregulation 
der Proto-Onkogene c-myc und Cyclin A/E besitzt EpCAM onkogenes Potential. Zusätzlich 
wird EpCAM häufig von Krebsstammzellen exprimiert (Gires et al., 2009). Bereits 2009 
wurde der monoklonale EpCAM-Antikörper Catumaxomab (Removab®) zur Behandlung von 
malignem Aszites bei Patienten mit EpCAM+ Karzinomen zugelassen, für die keine 
Standardtherapie zur Verfügung steht. Catumaxomab ist ein trifunktionaler Antikörper, der 
spezifisch an EpCAM+ Tumorzellen, an T-Zellen sowie an akzessorische Zellen bindet.  
Bei der Detektion von DCC in mesenchymalen Organen hat EpCAM den Vorteil, dass es ein 
Oberflächenprotein ist. Dies ist eine Voraussetzung zur Isolierung des Transkriptoms der 
DCC, da die Identifikation der Zellen im nichtpermeabilisierten lebenden Zustand möglich ist. 
Sowohl CK+ als auch EpCAM+ Zellen sind sehr selten im Knochenmark (ein bis zwei Zellen 
in 1 Million gefärbter Zellen). CK+ Zellen können in ca. 26-38 % der Mammakarzinom-
Patientinnen detektiert werden (Braun et al., 2000b; Schmidt-Kittler et al., 2003; Braun et al., 
2005; Falck et al., 2012), EpCAM+ Zellen werden in ca. 85 % der Patientinnen mit teilweise 
fortgeschrittenem Mammakarzinom nachgewiesen (Pierga et al., 2005; Hartmann, 2006). Ein 
Zusammenhang zwischen dem Auffinden von CK+ oder EpCAM+ DCC und der 
Metastasierungs-Wahrscheinlichkeit bzw. einer kürzeren Überlebenszeit wurde nach-
gewiesen (Riethdorf et al., 2008). Dabei war das Auffinden von CK+ DCC bei 
Mammakarzinom-Patientinnen ein prognostischer Faktor für die Entwicklung von 
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Knochenmetastasen und Metastasen in entfernten Organen (Braun et al., 2000b; Braun et 
al., 2005) bzw. für das Gesamt- und rezidivfreie Überleben (Harbeck et al., 1994; Wiedswang 
et al., 2003). Auch für EpCAM+ Zellen im Knochenmark verschiedener Tumortypen konnte 
ein unabhängiger prognostischer Zusammenhang mit dem Gesamtüberleben nachgewiesen 
werden (Izbicki et al., 1997; Kubuschok et al., 1999; Rosenberg et al., 2004). Studien zur 
prognostischen Relevanz von EpCAM+ Zellen beim Mammakarzinom fehlen jedoch bisher. 
Dennoch  ist allein die Expression epithelialer Marker nicht ausreichend für den Nachweis 
einer Tumorzelle, da CK+ (Braun et al., 2000b; Braun et al., 2005; Krag et al., 2009) und 
EpCAM+ (Buhring et al., 1996; Klein et al., 2002b; Lammers et al., 2002; Choesmel et al., 
2004) Zellen in einzelnen Fällen auch im Knochenmark von gesunden Individuen gefunden 
werden können. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um hämatopoetische Zellen, die 
epitheliale Marker exprimieren (Buhring et al., 1996; Choesmel et al., 2004). Deshalb sind 
weitere molekulargenetische Untersuchungen zum Nachweis nötig.  
Im Vergleich zu den DCC sind CTC seltener nachweisbar. Die Detektion erfolgt ebenfalls 
über Antikörper gegen epitheliale Antigene, z.B. mit Hilfe eines von der FDA zugelassenen 
standardisierten Analysesystems (CellSearch®), welches CTC bei Patienten mit 
metastasiertem Mamma-, Colon- und Prostatakarzinom detektiert (Hayes et al., 2006; 
Riethdorf et al., 2007). Dabei werden EpCAM+ Zellen aus dem Blut angereichert und mit 
Antikörpern gegen CD45 und CK8/CK18/CK19 gefärbt. CD45+ Zellen werden als Leukozyten 
definiert und ausgeschlossen. Die Anzahl an epithelialen CK+ Zellen wird automatisch 
ermittelt. Bei metastasierten Mammakarzinom-Patientinnen stellt die Anzahl der gefundenen 
CTC einen unabhängigen Prognosefaktor für das Gesamtüberleben und progressionsfreie 
Überleben vor Beginn der Therapie dar (Cristofanilli et al., 2004; Cristofanilli et al., 2005). 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass noch Jahre nach der Entfernung des Primärtumors 
CTC und DCC detektierbar sind (Naumov et al., 2002; Meng et al., 2004). Der Nachweis von 
CK+ Zellen nach der operativen und adjuvanten Therapie ist prognostisch relevant 
(Wiedswang et al., 2004; Janni et al., 2005). Ob CTC oder DCC dabei zur Therapie 
begleitenden Überwachung und Voraussage der Tumorprogression genutzt werden können, 
muss noch eruiert werden. Hierbei besitzen CTC gegenüber DCC den Vorteil, dass die 
Gewinnung von peripherem Blut einfach und, im Vergleich zur Knochenmarkpunktion, nicht 
invasiv durchgeführt werden kann. Dadurch sind wiederholte Analysen einfacher zu 
verwirklichen. Aus klinischer Sicht überwiegt aktuell jedoch die Aussagekraft der DCC bei 
M0 Mammakarzinom-Patientinnen (Pierga et al., 2004; Wiedswang et al., 2006; Riethdorf 
und Pantel, 2008).  
Im Kampf gegen die MRD konnten bis jetzt u. a. mit Hilfe molekularer Therapeutika keine 
großen Erfolge verzeichnet werden (Untch et al., 2008). Die Bildung von Metastasen ist für 
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einen Großteil der krebsbedingten Sterblichkeit bei Mammakarzinom-Patientinnen verant-
wortlich (Bendre et al., 2003). Meist können DCC bei Mammakarzinom-Patientinnen bei 
einer adjuvanten Therapie nicht eliminiert werden (Braun et al., 2000a). Eine Ursache dafür 
könnte die Heterogenität der DCC sein (Klein et al., 2002a), da sich bereits die detektierten 
DCC einer einzelnen Patientin in ihren Aberrationen unterscheiden (Schmidt-Kittler et al., 
2003; Stoecklein et al., 2008). Welche Eigenschaften diese Zellen dazu befähigen, Jahre 
später zu einer Metastase auszuwachsen, sind nicht bekannt. Die Charakterisierung dieser 
Zellen ist daher wichtig, um frühe Veränderungen zu identifizieren, die es den Zellen 
ermöglichen zu disseminieren und evtl. zu metastasieren. Möglicherweise können so neue 
Zielstrukturen für künftige Therapieansätze gewonnen werden.  
1.7 Molekulare Analyse disseminierter Tumorzellen 
Dass das Vorhandensein von DCC mit dem Überleben assoziiert ist, wurde im vorigen 
Abschnitt beschrieben. Jedoch orientiert sich die Therapie des Mammakarzinoms aktuell an 
den molekularen Strukturen des Primärtumors und nicht an den DCC, den Vorläuferzellen 
der Metastasen. Um zukünftig die Therapie auch auf die DCC abzustimmen, sind Fortschritte 
in der Molekularbiologie nötig. Eine Voraussetzung dafür ist die Existenz von Methoden zur 
Genom- und Transkriptomanalyse von Einzelzellen, da die geringe DNA-Menge einer 
einzelnen Zelle von nur etwa 6 pg (Morton, 1991) eine Schwierigkeit darstellt. Daher ist die 
Amplifikation von Transkriptom und Genom eine Vorbedingung für die Einzelzellanalyse 
(Klein et al., 2002b; Hartmann und Klein, 2006).  
Anschließend kann das Genom der Einzelzelle beispielsweise mit der mCGH (metaphase 
Comparative Genomic Hybridization, komparative genomische Hybridisierung) untersucht 
werden (Schmidt-Kittler et al., 2003). Damit können Veränderungen in der Kopienzahl von 
Chromosomen bzw. Deletionen und Amplifikationen von Teilstücken detektiert werden. Für 
die Untersuchung der Genexpression einer Einzelzelle können Microarrays verwendet 
werden. Hierbei erfolgt eine Hybridisierung der markierten amplifizierten Produkte an 
44.000 Oligonukleotide. Anschließend wird die Bindung der markierten Produkte gemessen 





1.8 Zielsetzung  
Trotz zahlreicher Fortschritte in der Therapie des Mammakarzinoms verhelfen systemische 
Therapien oft nicht zum gewünschten Erfolg. Die meisten Patientinnen versterben an den im 
Laufe der Erkrankung auftretenden Metastasen. Da disseminierte Krebszellen (DCC) die 
Zielzellen systemischer Therapien darstellen, bedarf es einer genauen Charakterisierung 
dieser DCC. Das Ziel dieser Arbeit war die Isolation und molekulare Charakterisierung der 
DCC. Zur Detektion wurde in dieser Arbeit ein Antikörper gegen den Oberflächenmarker 
EpCAM gewählt, der die Isolation lebender Zellen und dadurch, neben der Genomanalyse, 
auch die Transkriptomanalyse der Einzelzellen ermöglicht. Zunächst sollte geklärt werden, 
ob mit diesem Marker geeignete Zellen detektiert werden können. Zu diesem Zweck sollte 
eine Doppelfärbung gegen EpCAM und Zytokeratin (CK), dem am häufigsten verwendeten 
Antigen zur Detektion von DCC im Knochenmark, durchgeführt werden. Da auch im 
Knochenmark von gesunden Spendern EpCAM+ Zellen auftreten, war nicht klar, wie groß der 
Anteil an Tumorzellen in den detektierten EpCAM+ Zellen tatsächlich ist. Aus diesem Grund 
sollte, neben den Knochenmarkproben von Mammakarzinom-Patientinnen, auch Knochen-
mark von gesunden Spenderinnen untersucht werden, um diese EpCAM+ Zellen zu 
analysieren, zu charakterisieren und molekulare Marker zu definieren, die eine Abgrenzung 
erlauben. Außerdem sollte Knochenmark von Patientinnen ohne manifeste Metastasen (M0) 
und mit manifesten Metastasen (M1) untersucht werden, um einen Vergleich zwischen der 
okkult systemischen und manifest systemischen Krebserkrankung zu ermöglichen. Mit Hilfe 
der zur Verfügung gestellten klinischen Daten sollten die Tumorcharakteristika der 
Patientinnen bei der Auswertung berücksichtigt und eine nähere Klassifizierung ermöglicht 
werden. Die Charakterisierung der detektierten EpCAM+ Zellen sollte sowohl anhand der 
Analyse des gesamten Genoms auf chromosomale Aberrationen als auch mit Hilfe der 
Genexpressionsanalyse erfolgen. Der Vergleich von Genotyp und Phänotyp der DCC von M0 
und M1 Patientinnen sollte die Identifizierung von möglichen charakteristischen Aberrationen 
bzw. Genen, die mit der Tumorprogression zu einem metastatischen Phänotyp assoziiert 
sind, ermöglichen. Schließlich sollten auch die Genotypen EpCAM+ und CK+ DCC 
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2. Kooperationspartner, humane Proben und Materialien  
2.1 Kooperationspartner 
Bereits präparierte Haftobjekträger mit humanen Knochenmarkaspiraten wurden von 
Dr. Daniel Oruzio (II. Medizinische Klinik, Zentralklinikum Augsburg) bereitgestellt.  
Humane Knochenmarkaspirate von Mammakarzinom-Patientinnen wurden von Dr. Brigitte 
Rack, Dr. Thomas Blankenstein (beide Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und 
Geburtshilfe, Klinikum Innenstadt der LMU München), sowie Dr. Stefan Buchholz (Klinik für 
Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Caritas-Krankenhaus St. Josef Regensburg), 
Prof. Dr. Helga Bernhard (Medizinische Klinik V – Onkologie und Hämatologie, Klinikum 
Darmstadt), Prof. Dr. Günter Schlimok und Dr. Daniel Oruzio (beide II. Medizinische Klinik, 
Zentralklinikum Augsburg) zur Verfügung gestellt. Von Dr. Stefan Buchholz wurden, 
zusätzlich zu den Knochenmarkaspiraten, vereinzelt Lymphknoten der operierten 
Patientinnen bereitgestellt. Humane Knochenmarkaspirate von weiblichen Kontrollen wurden 
von Prof.  Dr. Michael Nerlich (Abteilung für Unfallchirurgie, Universitätsklinikum Regens-
burg) und Dr. Matthias Maak (Chirurgische Klinik und Poliklinik des Klinikums rechts der Isar, 
TU München) zur Verfügung gestellt.  
Die Knochenmarkaspirate und Lymphknoten wurden in sterilen Behältnissen, meist bei 
Raumtemperatur bzw. in den Sommermonaten häufig gekühlt, zur Aufarbeitung an den 
Lehrstuhl für Experimentelle Medizin und Therapieverfahren am Universitätsklinikum in 
Regensburg gebracht. Um die Gerinnung der Knochenmarkproben zu verhindern, wurden 
sie mit einem Antikoagulanz (Heparin) versetzt. Die Grundlage der Verwendung dieser 
Patientenproben für die  Forschung beruht auf dem Ethikvotum 07/079. 
2.2 Knochenmarkaspirate und Lymphknoten 
In dieser Arbeit wurden Haftobjektträger mit Knochenmarkpräparationen von 
42 Mammakarzinom-Patientinnen untersucht, die zwischen 2007 und 2008 operiert wurden. 
Des Weiteren wurden Knochenmarkaspirate von 96 M0 und sieben M1 Mammakarzinom-
Patientinnen analysiert. Es standen außerdem Lymphknoten-Proben von 15 Patientinnen zur 
Verfügung. Von einer Patientin (MC-947) war eine solide Knochenmetastase verfügbar. Die 
klinischen Parameter dieser Patientinnen wurden, soweit verfügbar, von den 
Kooperationspartnern zur Verfügung gestellt. Zusätzlich wurden 21 Knochenmarkproben von 
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gesunden Spenderinnen untersucht. Die für diese Arbeit verwendeten Knochenmarkaspirate 
und Lymphknoten sind zwischen September 2008 und Dezember 2012 eingegangen.  
2.3 Materialien 
2.3.1 Enzyme, Chemikalien, Reagenzien und Kits 
Tabelle 6: Verwendete Enzyme, Chemikalien, Reagenzien und Kits 
Bezeichnung Firma 
Acetonitril Sigma 
Acrylamid, 40 % Merck 
Adenosintriphostphat (ATP), 100 mM Roche Diagnostics GmbH 
Agarose Sigma 
Albumin Rinderserum (BSA), Fraktion V Sigma 
Albumin Rinderserum (BSA), Mol-Biol. 20 mg/ml Roche Diagnostics GmbH 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck 
Blockierungsreagenz Roche 
Borsäure (H3BO3) J.T. Baker 
C0t-1-DNA, 1 mg/ml Molecular Probes 
C0t-1-DNA, 1 mg/ml Roche 
Colcemidlösung, KaryoMAX, 10 µg/ml  GibcoBRL 
Deoxy-Uridintriphosphat konjugiert mit Biotin (bio-dUTP), 1 mM Roche 
Desoxy-Adenosintriphosphat (dATP), 100 mM GE Healthcare GmbH 
Desoxy-Cytosin-Triphosphat (dCTP) konjugiert mit Biotin (bio-dCTP), 0,4 mM Molecular Probes 
Desoxy-Cytosin-Triphosphat (dCTP), 100 mM GE Healthcare GmbH 
Desoxy-Cytosin-Triphosphat konjugiert mit Digoxigenin (dig-dCTP), 1 mM Perkin Elmer 
Desoxy-Guanin-Triphosphat (dGTP), 100 mM GE Healthcare Europe GmbH 
Desoxyribonukleinsäure (DNA) aus Heringssperma, 10 mg/ml Molecular Probes 
Desoxy-Thymidintriphosphat (dTTP), 100 mM GE Healthcare GmbH 
Desoxy-Uridintriphosphat konjugiert mit Digoxigenin (dig-dUTP), 1 mM Roche 
Dextransulfat, Natrium Sigma 
4',6'-Diamidino-2'-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI), 10 mg Roche 
Dichloro-dimethyl-silan, 2% und 1,1,1-Trichlorethan Merck 
DNA Größenstandard 2-Log-DNA-ladder Molecular Probes 
DNA Größenstandard low molecular weight DNA ladder Molecular Probes 
DNA Ligase T4, 5 U/µl  Roche 
DNA Polymerase PanScript, 5 U/µl Pan Biotech 
DNA Taq-Polymerase, 5 U/µl Roche 
DTT (Dithiothreitol), 0,1 M Molecular Probes 
Eisessig Merck 
Ethanol, 100 % J.T.Baker 
Ethidiumbromid, 1 % Fluka 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), Dinatriumsalz J.T. Baker 
Expand long template PCR system (Puffer 1 und PolMix 5U/µl) Roche Diagnostics GmbH 
Ficoll Paque Plus  GE Healthcare Europe GmbH 
Formamid Merck 
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Fötales Kälberserum (FCS) Pan Biotech 
G418 (Geneticin), 1 mg/ml Sigma 
GelPilot DNA Loading Dye, 5x Quiagen 
Gene Expression Hybridization Kit  Agilent 
Gene Expression Wash Buffer Kit  Agilent 
Goat serum  Molecular Probes 
H2O, HPLC grade Biochrom AG 
H2O, mit Diethyldicarbonat (DEPC) behandelt Molecular Probes 
Hanks Salt Solution 10x, mit Phenolrot Biochrom AG 
Hanks Salt Solution, HBSS, ohne Ca2+, Mg2+, ohne Phenolrot, 0,35 g/l NaHCO3 Biochrom AG 
HL60_EpCAM: (EpCAM+: transfiziert mit EpCAM) Judith P. Johnson, Institut für Immunologie, LMU München 
HL60_wt (EpCAM-): Human promyelocytic leukemia cells - Promyeloblasten Zelllinie ATCC® CCL-240™ 
humanes AB-Serum  Biotest AG  
Igepal CA-630 Sigma 
Image-iT™ FX Signal Enhancer Molecular Probes 
Kaliumacetat, 5 M Sigma 
Kaliumchlorid (KCl), 1 M Fluka 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck 
L-Glutamin (L-Glu), 200 µM PAA 
Low Input Quick Amp Labeling Kit, One-Color Agilent 
Magnesium-Acetat, 1 M Fluka 
Magnesiumchlorid, MgCl2, 1 M  Sigma 
Maleinsäure Sigma 
MCF-7 ATCC® HTB-22™ 
Methanol Merck 
Mineralöl Sigma 
mTRAP lysis buffer Active Motif 
mTRAP PNA (Peptid-Nukleinsäure konjugiert mit Biotin) Active Motif 
mTRAP Protease   Active Motif 
mTRAP Streptavidin Beads Active Motif 
Natriumacetat (pH 5,2), 3 M Calbiochem 
Natriumchlorid (NaCl), 0,9 % B.Braun 
Natriumdodecylsulfat (SDS), 10% Ambion 
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Sigma 
Paraformaldehyd Merck 
PCR Purification Kit Quiagen 
Penicillin, 10.000 U/ml + Streptomycin, 10 µg/ml (Pen/Strep, 100x) Sigma 
Pepsin, 1 g Roche 
Pepton GibcoBRL 
Percoll  GE Healthcare Europe GmbH 
Phytohämagglutinin-M Molecular Probes 
Proteinase K, 21,4 mg/ml Roche 
Reaktionspuffer für RE (NEB Puffer 1), 10x New England Biolabs 
Reaktionspuffer für RE (NEB Puffer 4), 10x New England Biolabs 
Reaktionspuffer für RE (R Puffer) für BSA, 10x Fermentas 
Reaktionspuffer für RT SS II (FS Puffer), 5x Molecular Probes 
Restriktionsendonuklease (RE) BsmAI, 5.000 U/ml New England Biolabs 
Restriktionsendonuklease (RE) HaeIII, 10.000 U/ml New England Biolabs 
Restriktionsendonuklease (RE) Hpy188III, 5.000 U/ml New England Biolabs 
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Restriktionsendonuklease (RE) HpyCH4V, 5.000 U/ml New England Biolabs 
Restriktionsendonuklease (RE) MseI, 50.000 U/ml New England Biolabs 
Restriktionsendonuklease (RE) NiaIII, 10.000 U/ml New England Biolabs 
Restriktionsendonuklease (RE) PsiI, 5.000 U/ml New England Biolabs 
Restriktionsendonuklease (RE) PstI, 20.000 U/ml New England Biolabs 
Restriktionsendonuklease (RE) TruI1, 50 U/µl Fermentas 
Reverse Transcriptase Super Script II (SSII)  200 U/µl Molecular Probes 
Rinderserumalbumin (BSA), Fraktion V Sigma 
RNA Spike-In Kit, One-Color  Agilent 
RPMI 1640 Medium Pan Biotech 
Salzsäure (HCl), 37 % (12 M) J.T.Baker 
Saponin Sigma 
TdT  (terminal deoxynucleotidyl transferase) 30 U/µl USB 
TEMED (Tetramethylethylendiamin) AppliChem 
Trinatriumcitrat Dihydrat AppliChem 
Tris AppliChem 
Tris-Acetat Sigma 
Tris-HCl, molecular biology grade (pH 8), 1 M Sigma 
tRNA, 100 mg  Roche 
Trypanblau  VWR International GmbH 
Trypsin, 0,5 % + EDTA, 0,2 % in 1xPBS (Trypsin/EDTA) PAA 
Tween-20 Sigma 
Vectashield, 10 ml Vector Laboratories 
 
2.3.2 Puffer, Lösungen und Medien 
10 % AB Serum in 1x PBS/2 % Pepton 
5 ml AB Serum in 45 ml 1x PBS / 2 % Pepton 
Antikörperlösung für die mCGH, CGHAb 
100 mg BSA (Fraktion V) in 500 µl FCS, 9,5 ml 1x PBS/0,2 % Tween 20  
10 % Blockierungsreagenz 
50 g Blockierungsreagenz in 500 ml Maleinsäure-Puffer  
Blocklösung für die mCGH 
3 g BSA (Fraktion V), 5 ml FCS, 95 ml 1x PBS/0,2 % Tween 20  
cDNA-Igepal Waschpuffer (50 mM Tris-HCl, 75 mM KCl, 10 mM DTT, 0,25 % Igepal) 
0,5 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,0), 0,75 ml 1 M KCl, 1 ml 0,1 M DTT, 25 µl Igepal und 7,73 ml H2O (DEPC) 
cDNA-Tween 20 Waschpuffer (50 mM Tris-HCl, 75 mM KCl, 10 mM DTT, 0,25 % Tween 20) 
0,5 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,0), 0,75 ml 1 M KCl, 1 ml 0,1 M DTT, 50 µl Tween 20 und 7,75 H2O (DEPC) 
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30 % Dextransulfat in 4x SSC 
3 g Dextransulfat in 10 ml 4x SSC  
2 mM dGTP 
20 µl 100 mM dGTP, 980 µl H2O (DEPC) 
1 mM DTT 
0,1 ml  0,1 M DTT, 9,9 ml H2O (DEPC) 
4 x 10 mM dNTP 
10 µl 100 mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP und 60 µl H2O (HPLC) 
7/8 dNTP 38,75 mM (10 mM dATP, dCTP, dGTP, 8,75 mM dTTP ) 
Je 5 µl 100 mM dATP, dCTP, dGTP, 4,375 µl 100mM dTTP und 30,63 µl H2O (HPLC) 
2/7 dNTP (10 mM dATP, dGTP, 8,4 mM dTTP, dCTP) 
Je 5 µl100 mM dATP, dGTP, je 4,2 µl 100mM dTTP, dCTP und 31,6 µl H2O (HPLC) 
0,5 M EDTA, pH 7,4 
18,61 g EDTA in 95 ml H2O (aq. dest.), pH 7,4, ad 100 ml mit H2O, sterilfiltieren 
70 % Etanol                                                                              
70 ml absoluter Ethanol, 30 ml H2O (aq. dest.)  
Fixativ 
1,5 l Methanol, 0,5 l Eisessig (Verhältnis 3:1) 
20 % Formamid 
2 ml Formamid, 8 ml H2O (DEPC) 
70 % Formamid in 2x SSC, pH 7,3 
70 ml Formamid, 10 ml 20x SSC, 20 ml H2O (aq. dest.) 
1 M HCl 
83,3 ml 12 M HCl, 916,7 ml H2O (aq. dest.) 
10 mM HCl, pH 2 
10 ml 1 M HCl, 990 ml H2O (aq. dest.), pH 2 
10 % Igepal 
1 ml Igepal CA-630 (100 %), 9 ml H2O (DEPC) 
0,075 M KCl 
5,6 g KCl in 500 ml H2O (aq. dest.) 
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1 M KH2PO4, pH 7 
1,36 g KH2PO4 in 10 ml H2O (DEPC), pH 7, sterilfiltieren 
MACS Puffer (0,5 % BSA, 2 mM EDTA in 1x PBS) 
2,5 g BSA (Fraktion V), 2 ml 0,5 M EDTA (pH 7,4) in 500 ml 1× PBS 
Maleinsäure-Puffer, pH 7,5 
5,8 g Maleinsäure, 4,38 g NaCl ad 500 ml H2O (aq. dest.), pH 7,5 
40 mM MgCl2 
0,4 ml 1 M MgCl2, 9,6 mL H2O (DEPC) 
10x OPA (onePhorAll) Puffer (100 mM Tris-acetat, 100 mM Magnesiumacetat, 500 mM Kaliumacetat) 
1,18 g Tris-Acetat in 8,8 ml H2O (HPLC), pH 7,5, 1 ml 1 M Magnesiumacetat, 200 µl 5 M Kaliumacetat, sterilfiltieren  
10x PBS (85 mM Na2HPO4, 20 mM KH2PO4, 1,5 M NaCl) 
180 g NaCl, 28,66 g Na2HPO4, 5,34 g KH2PO4 in 2 l H2O (aq. dest.) 
1x PBS/2 % Pepton 
2 g Pepton in 100 ml 1x PBS 
1x PBS + 0,2 % Tween 20, pH 7,4 
100 ml 10x PBS, 898 ml H2O (aq. dest.), pH 7,4, 2 ml Tween 20 
10x PCR Puffer (100 mM Tris-HCl pH 8,5, 500 mM KCl, 10 mM MgCl2) 
5 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,5), 25 ml 1 M KCl, 500 µl 1 M MgCl2 und 19,5 ml H2O (HPLC) 
10x PCR Puffer + 4 x 1 mM dNTP 
Je 5 µl 100 mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP und 480 µl 10x PCR-Puffer 
100 mg/ml Pepsin 
1 g Pepsin in 10 ml H2O (HPLC)  
100 % Percoll, pH 7,4 
45 ml Percoll, 4,05 ml HSS mit Phenolrot; pH 7,4, sterilfiltrieren 
65 % Percoll 
32,5 ml 100 % Percoll (pH 7,4), 17,5 ml 0,9 % NaCl-Lösung 
37,5 µM Poly-T PNA-bio 
15 nmol Poly-T PNA-bio in 400 µl H2O (DEPC) 
Polyacrylamid-Träger 0,25 % 
40 ml 6,25 % Acrylamid, 100 µl 0,5 M EDTA (pH 8), 2 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,0), 333 µl 3 M Natriumacetat (pH 7,0), 47,6 ml 
H2O (HPLC), 0,5 g APS, 50 µl TEMED 
Kooperationspartner, humane Proben und Materialien 21 
20 µg/µl Protease 
8 mg Protease in 400 µl H2O (DEPC) 
Proteinase K, 10 mg/ml 
46 µl Proteinase K (21,4 mg/ml), 54 µl H2O (HPLC) 
RPMI1640 + 10 % FCS + 2 mM L-Glu + 1x Pen/Strep 
500 ml RPMI1640, 55 ml FCS, 5,5 ml 200 mM L-Glu, 5,5 ml 100x Pen/Strep 
20x SSC (300 mM Natriumcitrat, 3 M NaCl) 
175,3 g NaCl, 88,2 g Tri-natriumcitratdihydrat in 1 l H2O (aq. dest.), pH 7 
4x SSC + 0,2 Tween-20, pH 7,4 
200 ml 20x SSC, 798 ml H2O (aq. dest.), pH 7,4, 2 ml Tween 20  
2x SSC + 0,1 % SDS 
50 ml 20x SSC, 5 ml 10 % SDS, 445 ml H2O (aq. dest.) 
Tailing-Waschpuffer (50 mM KH2PO4, 1 mM DTT, 0,25 % Igepal) 
0,5 ml 1 M KH2PO4 (pH 7), 100 µl 0,1 M DTT, 25 µl Igepal und 9,38 ml H2O (DEPC) 
10x TBE (0,9 M Tris, 0,9 M H3BO3, 20 mM EDTA) 
539 g Tris, 275 g Borsäure, 37 g EDTA in 5 l H2O (aq. dest.) 
1 M Tris 
60,57 g Tris in 500 ml H2O (aq. dest.) 
25 µg/µl tRNA 
100 mg tRNA in 4 ml H2O (DEPC) 
2x Trypsin/EDTA in 1x PBS 
10 ml 10x Trypsin / EDTA, 40 ml 1x PBS 
10 % Tween 20 
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2.3.3 Antikörper 
Tabelle 7: Verwendete Antikörper 
Bezeichnung Artikelnummer Hersteller 
α-APC-Micro-beads 130-090-855 Miltenyi Biotec GmbH 
Avidin-Cy3.5, 1 mg/ml A003-12 Rockland Immunochemicals 
α-CD11b-APC 130-091-241 Miltenyi Biotec GmbH 
α-CD235a (Glycophorin A)-Micro-beads 130-050-501 Miltenyi Biotec GmbH 
α-CD326 (EpCAM HEA 125)-PE 130-091-253 Miltenyi BiotecGmbH 
α-CD33-APC MHCD3305 Molecular Probes 
α-CD45-APC MHCD4505-4 Molecular Probes 
DAPI (4‘,6-Diamidine-2‘-phenylindole-dihydrochloride) 5268826001 Roche Diagnostics 
α-Digoxigenin-Fluorescein, Fab fragments, 200 µg/ml 11 207 741 910 Roche 
α-Fluorescein Alexa Fluor 488, goat IgG Fraktion, 1 mg/ml A11096 Molecular Probes 
EpCAM 3B10 C9, mouse monoclonal antibody  - Micromet 
EpCAM 3B10 C9, mouse monoclonal antibody, biotinyliert *  - Micromet 
Epithelial Antigen (EpCAM, C-term) rabbit monoclonal antibody 1144-1 Epitomics 
Fluorescein (FITC) conjugated Streptavidin, 1,8 mg/ml 016-090-084 Jackson Immuno Research 
goat α-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 488, F(ab)2 Fragment, 2 mg/ml A-11017 Molecular Probes 
goat α-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 488, 
highly cross-adsorbed, 2 mg/ml A-11029, Molecular Probes 
goat α-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 488, 2 mg/ml A-11001 Molecular Probes 
goat α-mouse IgG Cy3,  F(ab)2 Fragment, 0,7 mg/ml  115-166-006 Jackson ImmunoResearch 
goat α-rabbit Cy3-conjugated Affinity Pure F(ab)2 IgG (H+L), 1,5 mg/ml 111-166-003 Jackson ImmunoResearch 
goat α-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 555 F(ab)2,  
highly cross-adsorbed, 2 mg/ml A-21429 Molecular Probes 
Hoechst 33342 (Bisbenzimide H33342) H1399 Molecular Probes 
Isotype control IgG1κ biotinyliert, 1 mg/ml* M 9269 Sigma 
Isotype control Mouse IgG1/FITC, 100 mg/l X0927 Dako 
Isotype control Mouse IgG1κ , 1 mg/ml M 9269 Sigma 
Isotype control rabbit lgG Iso 1247 Epitomics 
Mouse monoclonal antibody A45-B/B3 biotinyliert*, 0,2 mg/ml R002A  Micromet (AS Diagnostik) 
Mouse monoclonal antibody A45-B/B3, 0,2 mg/ml R002A  Micromet (AS Diagnostik) 
Mouse monoclonal α-human Epithelial Antigen/FITC  
(BerEP4-FITC), 100 mg/l F0860 Dako 
Streptavidin Alexa Fluor 488, 1 mg/ml S11223 Molecular Probes 
Streptavidin-Cy3, 1,8 mg/ml 016-160-084 Jackson ImmunoResearch 
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2.3.4 Oligonukleotide und Primer 
Tabelle 8: Oligonukleotide und Primer für spezifische PCR: verwendete Konzentration: 8 µM 
Gen/Marker Position Zielstruktur Oligo Sequenz Fragment [bp] TA [°C] 
ACTB 7p15-12 cDNA 5` GTGGGGCGCCCCAGGCACCA 540 58 
3` CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC 
D5S2117 5q31.1 gDNA 5` CCAGGTGAGAACCTAGTCAG 140 58 
3` ACTGAGTCCTCCAACCATGG 
EEF1A1 6q14.1 cDNA 5` TGCCCCAGGACACAGAGACT 290 58 
3` CTGTGTCGGGGTTGTAGCCA 
EPCAM 2p21 cDNA 5` AAAGTTTGCGGACTGCACTT 161 55 
3` AGCCACATCAGCTATGTCCA 
ERBB2∆16 (I) 17q12 cDNA 5` CCTACATGCCCATCTGGAAG wt: 145 ∆: 97 62 
3` GCAGAGATGATGGACGTCAG 
ERBB2∆16 (II) 17q12 cDNA 5` GCCTGTGCCCACTATAAGGA wt: 236 ∆: 188 62 
3` ACCAGCAGAATGCCAACCA 
ERBB2∆16 (III) 17q12 cDNA 5` CAACTGCACCCACTCCCC 97 62 
3` CTTGATGAGGATCCCAAAGACC 
ERBB2∆16 (IV) 17q12 cDNA 5` GCACCCACTCCCCTCTGACG 400 62 
3` CCCACACCAGCCATCACGTA 
GAPDH 12p13 cDNA 5` AATCCCATCACCATCTTCCAG 384 58 
3` GCCATCACGCCACAGTTTCC 
HBB 11p15.5 cDNA 5` AAGCTCGCTTTCTTGCTGTC 109 63 
3` AGGCAGAATCCAGATGCTCA 
KRT5 12q cDNA 5` GGAGCTCATGAACACCAAGC 103 64 
3` TGGTCCAACTCCTTCTCCAC 
KRT6a 12q12-q13 cDNA 5` GTGAGGAGTGCAGGCTGAAT 154 64 
3` CCAAGACCACTGCCATAGGA 
KRT8 12q13 cDNA 5` GCGTACAGAGATGGAGAACGA 150 58 
3` AGCTCCCGGATCTCCTCTT 
KRT14 17q12-q21 cDNA 5` CGCAGTCATCCAGAGATGTG 182 62 
3` GGGATCTTCCAGTGGGATCT 
KRT18 12q13 cDNA 5` GGAAGATGGCGAGGACTTTA 157 55 
3` CCTGCTTCTGCTGGCTTAAT 
KRT19 17q21.2 cDNA 5` AGCCGGACTGAAGAATTGAA 162 62 
3` TTCTGCCAGTGTGTCTTCCA 
KRT19P1 6q13 gDNA 5` GAAGATCCGCGACTGGTAC 614 58 
3` TTCATGCTCAGCTGTGACTG 
PKM1 (I) 15q22 cDNA 5` TGAAGAACTTGTGCGAGCCTC 131 62 
3` GAGCAGACCTGCCAGACTCC 
PKM2 (I) 15q22 cDNA 5` TGAGGAACTCCGCCGCCTGG 131 62 
3` GAGCAGACCTGCCAGACTTG 
PKM1 (II) 15q22 cDNA 5` AGGCAGCCATGTTCCACCGC 159 62 
3` GAGCAGACCTGCCAGACTCC 
PKM2 (II) 15q22 cDNA 5` AGGCTGCCATCTACCACTTG 159 62 
3` GAGCAGACCTGCCAGACTTG 
PTPRC 1q31-32 cDNA 5` TTAGGGACACGGCTGACTTC 106 62 
3` GCTTTGCCCTGTCACAAATA 
S100A11 1q21 cDNA 5` TGCCTTCACAAAGAACCAGA 116 57 
3` GGCCACCAATCAGATTAAGAA 
TP53 17p13.1 gDNA 5` GAAGCGTCTCATGCTGGATCC 374 58 
3` CAGCCCAACCCTTGTCCTTA 
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Tabelle 9: Oligonukleotide und Primer für die primäre Amplifikation humaner cDNA und gDNA 
Oligonukleotid Zielstruktur Sequenz 
CFL15CN8 cDNA 5'-CCCCCCCCCCCCCCCGTCTAGANNNNNNNN-3' 
CFL15CT24 cDNA 5'-CCCCCCCCCCCCCCCGTCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN-3' * 
CP2 cDNA 5'-TCAGAATTCATGCCCCCCCCCCCCCCC-3' 
CP2-Cy5  cDNA 5’-3CAGAA3TCA3GCCXCCCXCCCXCCCX–3’ ** 
LIB1 gDNA 5'-AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT-3' 
ddMse11 gDNA 5'-TAACTGACAGddC-3' 
* V=A/C/G; N=A/C/T/G 
  




Tabelle 10: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
Acht-Feld-Objektträger Fisher Scientific 
Agilent whole human genome (4 x 44k) oligo microarray kit with sure print technology Agilent Technologies 
Deckgläser, 18 x 18 mm;  24 x 60 mm; 76 x 26 mm Menzel 
Diagnostik-Objektträger (Haftobjektträger) Roth 
Filter 0,22 µm Millipore 
Filterspitzen Biozym 
Gasketslide für Microarray Agilent 
Glasflaschen Schott 
Glasobjektträger, geschliffen Roth 
Hämacytometer Deckgläser 20 x 26 mm Schubert & Weiss OMNILAB 
Hellendahl-Küvette Roth 
Kryoröhrchen Nalgene 
MACS Separation Colums-LS Colums Miltenyi Biotec GmbH 
Microtubes, Kunststoff Thermo 
Mikro-Hämatokrit-Kapillare Brand GmbH & Co KG 
Montagekleber (Fixogum)  Marabu 
Neubauer-Zählkammer Schubert & Weiss OMNILAB 
Pasteurpipetten, Kunststoff  Sarstedt 
96-PCR Platte Peqlab - Biotechnologie GmbH 
Pipetten Gilson 
Polypropylen-Reaktionsgefäß (0,2 ml) Eppendorf 
Polypropylen-Reaktionsgefäß (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf 
Polypropylen-Reaktionsgefäß, silanisiert * (0,2 ml) Eppendorf 
Serologische Pipetten, Kunststoff, steril Greiner Bio-One 
Zellkultur-Flaschen Sarstedt 
Zellsieb (Porengröße 40 µm) BD Falcon 
Zentrifugenröhrchen, steril Greiner Bio-One 
* Silanisierung wurde in der Arbeitsgruppe durchgeführt 
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2.3.6 Geräte 
Tabelle 11: Benutzte Geräte 
Bezeichnung Hersteller 
Arrayscanner Axon Gene Pix 4400A MDS Analytical Technologies 
Brutschrank Thermo Scientific 
Fluoreszenzmikroskop, DMRXA Leica 
Gelkammer, Elektrophoresegerät PerfectBlue Gelsystem Peqlab - Biotechnologie GmbH 
Hybridisationsofen Biometra GmbH 
Hybridisierungsofen + Rotatorenhalter Agilent 
Invertmikroskop  OPTECH 
Magnetrührer CLN - Chemikalien und Laborbedarf Nierle 
Magnetständer für 0,2 ml Tubes Dynal 
Magnetständer für immunomagnetische Seperation, MACS Miltenyi Biotec GmbH 
Medimachine DAKO 
Mikroskop, Axioskop 40 Zeiss Zeiss 
Mikrozentrifuge Grant Bio / Kisker 
NanoDrop 2000c Thermo Scientific 
Neubauer Zählkammer  Schubert & Weiß, OMNILAB 
Orbitalschüttler Schmidt 
PCR-Maschine BioRad Laboratories GmbH 
pH-Meter Sartorius AG 
Pipettierhilfe Brand 
Thermomixer Eppendorf 
UV Belichtung  Intas 
Vortexer VELP Scientifica 
Waagen, elektronische  Kern 
Wasserbad Memmert 
 
2.3.7 Datenbanken und Software 
Tabelle 12: Verwendete Datenbanken und Software 
Datenbank / Software Website / Firma 
Axio Vision LE Carl Zeiss Microscopy, Göttingen 
BLAST NCBI http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
Cyto Vision / Genus Applied Imaging, USA 
GenePixPro 7.0, Molecular Devices Molecular Devices, USA 
GraphPad Prism 5.04 GraphPad Software Inc., San Diego, USA http://www.graphpad.com/ 
NEBcutter V2.0 http://tools.neb.com/NEBcutter2/ 
Progenetix oncogenomic online resource http://www.progenetix.org 
PubMed - NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 
R-Bioconductor – Open Source Software for Bioinformatics  http://www.bioconductor.org/ 



























3.1 Aufbereitung von primärem humanem Gewebe 
Das Ziel der folgenden Aufarbeitung ist die Abtrennung von extrazellulären Bestandteilen 
(z.B. Serum, Fett) und unerwünschten zellulären Bestandteilen (Thrombozyten, Erythro-
zyten, Granulozyten). Die mononukleären Zellen (MNZ) werden angereichert, um bei der 
späteren Suspensionsfärbung mit höherer Wahrscheinlichkeit eine disseminierte Krebszelle 
zu detektieren. Die Patientenproben werden nach Anlieferung innerhalb von 2-5 h bei 4 °C 
oder auf Eis aufgearbeitet. Zelluläre Prozesse, die die Genexpression der Zellen verändern 
könnten, sollen dadurch verringert werden.  
3.1.1 Aufarbeitung von Knochenmarkproben 
Es werden 5-10 ml Knochenmark in einem 50 ml Zentrifugenröhrchen mit Hank’s Salzlösung 
auf 50 ml aufgefüllt und 10 min bei 170 x g zentrifugiert. Der Überstand, der Fett und 
Thrombozyten enthält, wird verworfen. Dieser Waschschritt wird ein weiteres Mal wiederholt. 
Proben mit sichtbaren Gerinnseln werden verworfen. Das Pellet wird mit 9 ml Hank’s 
Salzlösung resuspendiert. In ein Zentrifugenröhrchen werden 6 ml Percoll 65 % (bzw. Ficoll, 
Percoll 60 % mit einer Dichte von jeweils 1,077 g/cm3 oder Percoll 70 % mit einer Dichte von 
1,089 g/cm3) vorgelegt und die Zellsuspension vorsichtig überschichtet, so dass zwei Phasen 
entstehen (Abbildung 2). Anschließend wird 20 min bei 1000 x g zentrifugiert. Die 65 % 
Percoll Lösung hat eine Dichte von 1,083 g/cm3. Granulozyten mit einer Dichte von 1,080-
1,095 g/cm3 und Erythrozyten (1,09-1,11 g/cm³) können den Gradienten passieren (Munoz 
und Leff, 2006). Die Interphase (Abbildung 2) mit den MNZ wird vorsichtig entnommen und in 
 
Abbildung 2: Übersicht der verschiedenen Phasen vor und nach der Dichtegradienten-Zentrifugation. Die 
Zellsuspension wird auf Percoll 65 aufgetragen. Nach der Zentrifugation befinden sich Erythrozyten und 
Granulozyten im Sediment, mononukleäre Zellen (MNZ) in der Interphase. Modifiziert nach Pantel und 
Brakenhoff, 2004 
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ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Nach Auffüllen mit PBS (pH 7,4) wird 10 min bei 
500 x g zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Zellpellet in 2-5 ml PBS 
resuspendiert. Die Zellzahl wird mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer bestimmt, wobei tote 
Zellen mit einer Trypanblau-Färbung ausgeschlossen werden. Bei kleinen Zellzahlen werden 
die Zellen anschließend gefärbt. Beträgt die Zellzahl mindestens 107 wird die 
immunomagnetische Zellseparation (MACS) angeschlossen. Mit diesem Verfahren werden 
zielgerichtet spezifische Zellpopulationen aus heterogenen Suspensionen abgetrennt 
(negative Selektion, Abbildung 3). Dazu wird die Zellsuspension 5 min bei 500 x g 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Pro 107 MNZ werden die Zellen mit 10 µl α-
CD11b-APC (Allophycocyanin), jeweils 5 µl α-CD45-APC und α-CD33-APC in 90 µl MACS 
Puffer für 10 min inkubiert. Überschüssige Antikörper werden durch Waschen mit dem 
zehnfachen Volumen an MACS Puffer entfernt. Für die 15 minütige Inkubation mit den 
Sekundärantikörpern werden 20 µl α-APC-Beads und 20 µl α-GlyA-Beads (Glycophorin A) in 
60 µl MACS Puffer gemischt. Nach dieser Bead-gekoppelten Antikörperinkubation werden 
überschüssige paramagnetische Partikel (Beads) durch Waschen mit zehnfachem Volumen 
an MACS Puffer entfernt. Das Pellet wir in 1 ml MACS Puffer resuspendiert und über ein 
Zellsieb (Porengröße 40 µm) in ein neues Zentrifugenröhrchen filtriert. So werden Zell-
aggregate abgetrennt, die die Säule verstopfen könnten. Nun werden die bead-markierten 
Zellen auf eine Säule im Magnetfeld aufgetragen und so immobilisiert, wodurch 












Abbildung 3: Schematische Darstellung der immunomagnetischen Zellseparation (MACS): Die heterogene 
Knochenmark-Zellsuspension (A) wird mit primären Antikörpern gegen ausgewählte Oberflächenproteine 
markiert (B). Anschließend werden die mit paramagnetischen Partikeln (Beads) konjugierten sekundären 
Antikörper zugegeben (C). Die unmarkierten Zellen werden im Magnetfeld abgetrennt, die Bead-konjugierten 
Zellen im Magnetfeld festgehalten (D). Modifiziert nach Gužvić, 2011 und Milteny, 2011 
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gesammelt und die Säule dreimal mit MACS-Puffer gewaschen. Anschließend wird die 
Zellzahl mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt. 
3.1.2 Aufarbeitung von Lymphknoten 
Das Lymphknotengewebe wird mit einem Skalpell zerkleinert und die gewonnenen 
Zellstücke portionsweise mit 1 ml Nährmedium (RPMI 1640 + L-Glutamin) in ein steriles 
Behältnis (50 µm) gegeben. Anschließend werden die Zellstücke mit Hilfe einer Medi-
maschine 1 min mechanisch vereinzelt. Die entstandene Zellsuspension wird mit Hank's 
Salzlösung auf 35 ml aufgefüllt und 10 min bei 200 x g zentrifugiert. Der Überstand wird 
verworfen und die MNZ mit einem Percoll 60 % Gradienten (Dichte 1,077 g/cm3) aufgetrennt. 
Nach anschließendem Waschen werden die Zellen gezählt und mit dem EpCAM-Antikörper 
HEA125-PE gefärbt. 
3.2 Immunzytochemie 
3.2.1 Doppelfärbung gegen EpCAM und Zytokeratine auf Haftobjektträgern 
Mit Hilfe einer Doppelfärbung mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen die epithelialen 
Antigene CK8/CK18/CK19 sowie EpCAM werden DCC in Knochenmarkpräparationen auf 
Haftobjektträgern detektiert. Je Patientin werden 2 Millionen Zellen gefärbt und zusätzlich 
jeweils 1 Million für die Isotypkontrolle verwendet. Im ersten Schritt werden durch eine 
Inkubation mit 10 % humanem AB-Serum in PBS unspezifische Bindungen blockiert. Dies 
wird über Nacht (ca. 15 Stunden) in einer feuchten Kammer bei 4 °C durchgeführt. 
Anschließend werden die Haftobjektträger mit den Primärantikörpern A45-B/B3 gegen CK 
(2 µg/ml) und E144 gegen EpCAM (Konzentration nicht bekannt, 1:100 verdünnt in 10 % AB-
Serum in PBS) für 45 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Je Auftragsfläche des 
Haftobjektträgers werden 250 µl Antikörperverdünnung verwendet. Nach dreimaligem 
Waschen von je 3 min mit PBS in einer Hellendahl-Küvette auf dem Orbitalschüttler, erfolgt 
die Inkubation mit den Sekundärantikörpern α-Maus-Alexa 488 und α-Kaninchen-Alexa 555 
(15 µg/ml bzw. 20 µg/ml). Die 30 minütige Inkubation sowie alle weiteren Schritte erfolgen 
lichtgeschützt. Nach erneutem dreimaligem Waschen findet die Kernfärbung mit 
Hoechst 33342 (0,25 µg/ml) statt. Nach Inkubation von 1 min wird zweimal mit PBS 
gewaschen. Abschließend werden die Zellen mit 1 % Paraformaldehyd für 5 min fixiert und 
nach erneutem dreimaligem Waschen bis zur weiteren Verwendung in einer Hellendahl-
Küvette mit PBS gelagert. Die Fluorophor-gekoppelten Sekundärantikörper (Alexa 488 und 
Alexa 555) ermöglichen die Visualisierung (Tabelle 13). Als Positivkontrolle werden 
Haftobjektträger mit Zellen der humanen  Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7,  1:100  gemischt  
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Hoechst 33342 343 483 DAPI   
DAPI 345 455 DAPI   
Alexa Fluor 488 494 517 FITC   
Fluorescein FITC 495 518 FITC  
PE (R-phycoerythrin) 480; 565 578 Cy3   
Alexa Fluor 555 556 573 Cy3  
Cy3.5 581 596 Cy5  
Cy5 ** 650 670 Cy5  
* Filter bei Verwendung des Zeiss Mikroskop; ** nur im Mikroskop sichtbar 
  
mit peripheren Blutlymphozyten (PBL), verwendet. Als Negativkontrolle dienen Präparate 
desselben Patienten, die mit zwei Antikörpern des gleichen Isotyps gefärbt werden 
(Isotypkontrolle). Diese reagieren mit keinem menschlichen Antigen. Für die CK-Färbung 
wird Maus IgG1κ (2 µg/ml) und für die EpCAM-Färbung Kaninchen IgG (Konzentration nicht 
bekannt, 1:100 verdünnt in 10 % AB-Serum in PBS) verwendet. Bei jeder Färbung werden 
Positivkontrolle und Isotypkontrolle parallel mit der Patientenprobe gefärbt. Nur Patienten mit 
negativer Isotypkontrolle werden auf EpCAM- und CK-positive Zellen untersucht. 
3.2.2 Suspensionsfärbung gegen EpCAM 
Wenn möglich werden 2 Millionen Zellen gefärbt. Dazu werden die Zellen mit PBS 
gewaschen und das Pellet in 10 % AB-Serum in 2 % Pepton/PBS resuspendiert. Nach der 
Zugabe von 2 µl des EpCAM-Antikörpers HEA125-PE (Konzentration nicht bekannt) werden 
die Zellen 15 min bei 4 °C rollend inkubiert. Die Suspension wird 5 min bei 500 x g 
abzentrifugiert und anschließend in 1000 µl PBS gewaschen. Nach einer weiteren 
Zentrifugation von 5 min bei 500 x g wird der Überstand verworfen und das Pellet in 200 µl 
PBS aufgenommen. Die Suspension wird bei entsprechender Vergrößerung und geeigneter 
Wellenlänge (Tabelle 13) nach EpCAM+ Zellen untersucht. Bis Anfang 2009 wurde der 
EpCAM-Antikörper 3B10 in Kombination mit Cy3 bei 10,6 % aller Knochenmarkproben 
verwendet. Da dieser Antikörper nicht mehr verfügbar war, wurde statt 3B10 der Antikörper 
HEA125-PE verwendet, der an die gleiche Domäne bindet. Eine Isotypkontrolle wurde für die 
EpCAM-Suspensionsfärbung nicht routinemäßig durchgeführt, da nicht immer ausreichend 
Zellen für eine zusätzliche Färbung verfügbar waren und alle zu Beginn durchgeführten 
Isotypkontrollen negativ waren.  
3.3 Isolierung von EpCAM+ Einzelzellen 
Gefärbte EpCAM+ Zellen werden mit einem Mikromanipulator von einem Acht-Feld-
Objektträger isoliert (Abbildung 4). Dazu wird der unter einem Invertmikroskop eingespannte  
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Abbildung 4: Fluoreszenz-Invertmikroskop zur Isolierung von Einzelzellen: A: Mikroskop und Vorrichtung 
zur Isolation von Einzelzellen: (1) Mikromanipulator mit Kapillare, (2) Bedienelement für den Mikromanipulator, 
(3) Mikroskop, (4) Pumpe; B: Objektträger mit Patientenprobe: (5) Mikromanipulator, (6) Kapillare, (7) Acht-Feld-
Objektträger; Verwendung mit freundlicher Genehmigung von M. Gužvić 
Objektträger zuerst mit BSA (20 mg/ml) gespült, um die Haftung der Zelle auf der Oberfläche 
zu verringern. Die gefärbte Zellsuspension wird so mit PBS verdünnt, dass ca. 
300.000 Zellen in 200 µl auf einem Feld vorhanden sind. Ein zusätzliches Feld wird mit 
200 µl PBS gefüllt und als Pickfeld benutzt. EpCAM+ Zellen werden mit einer FCS benetzten 
Glaskapillare (verhindert die Adhäsion der Zellen an Glas) eingesaugt und in das Pickfeld 
transferiert (Abbildung 5). Unter mikroskopisch gestützter visueller Kontrolle wird jede Einzel-
zelle mit einer 2 µl-Pipette eingesaugt und in 4,4 µl Lyse Mix (10 ng tRNA in Lysispuffer) 
aufgenommen. Als Negativkontrolle wird bei jeder Patientin eine Probe des Puffers auf dem 
Pickfeld (Pickkontrolle) genommen, um Kontaminationen des Puffers bzw. Verunreinigungen 
des Pickfeldes auszuschließen. Dies wird nach dem Picken der Zellen vom Pickfeld 
durchgeführt, in welchem die mit der Kapillare aufgesaugten Zellen in die Pipette überführt 







Abbildung 5: Isolierung von Einzelzellen: Nachdem die umliegenden ungefärbten Zellen verschoben wurden, 
wird die gefärbte Zelle mit der Kapillare angesaugt und ins Pickfeld transferiert. A+B: Gefärbte Zelle in der 
Suspension (A: Überlagerung Hellfeld, Cy3; B: Cy3), C+D: gefärbte Zelle nach dem Transfer ins Pickfeld 
(C: Überlagerung Hellfeld, Cy3; D: Cy3) 
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Negativkontrolle wird analog der Patientenzellen behandelt und bis zur Qualitätskontrolle von 
WTA-Produkt und WGA-Produkt mitgeführt. Nur bei negativem PCR-Ergebnis der Negativ-
kontrolle werden die isolierten Zellen für die weiteren Analysen verwendet. 
3.4 Amplifikation von Transkriptom und Genom der gleichen Zelle 
3.4.1 Isolierung und Amplifikation des Transkriptoms 
Das Ziel dieser Methode ist die Isolierung der gesamten mRNA einer einzelnen Zelle 
(0,1-6 pg mRNA) und deren Transkription in cDNA. Mittels PCR wird die cDNA anschließend 
amplifiziert, um für mehrere Analysen zur Verfügung zu stehen. Das verwendete Protokoll 
basiert mit geringfügigen Änderungen auf der von der Arbeitsgruppe veröffentlichten 
Methode (Klein et al., 2002b; Klein et al., 2003; Hartmann und Klein, 2006). Als Grundlage 
dafür dient die spezifische Isolation von mRNA mit Hilfe von Poly-T-Peptid-Nukleinsäure 
(PNA), die an den Poly-A-Schwanz der mRNA bindet.  
Zuerst werden zu jeder aufgetauten Probe 1 µl Lysispuffer, 1 µg Protease und 1 µl 
biotinylierte PNA (37,5 µM) zugegeben und in der PCR-Maschine ein Temperaturprogramm 
gestartet (10 min 45 °C zum Verdau der Proteine, 1 min 75 °C, um die Sekundärstruktur der 
mRNA aufzuheben und die Protease zu inaktivieren und 10 min 22 °C zur Lyse und 
Freisetzung des Zellinhalts und Bindung der PNA-Oligos an die mRNA). Mit Hilfe von Beads 
ist dann eine Trennung von mRNA und den übrigen Bestandteilen (inkl. gDNA) im 
Magnetfeld möglich. Dazu werden 4 µl Streptavidin-Beads zugegeben und die Proben 
45 min bei RT gerollt. Durch die Bindung der Streptavidin-Beads an Biotin entstehen mRNA-
PNA Komplexe. Zu jeder Probe werden 10 µl cDNA-Igepal-Waschpuffer gegeben und die 
Beads an einem Magnetständer an der Gefäßwand immobilisiert. Der Überstand wird 
abgenommen und zur Aufarbeitung der genomischen DNA in ein silanisiertes Reaktions-
gefäß mit 0,8 µl Polyacrylamid-Carrier überführt (Kapitel 3.4.2). Der Waschschritt wird mit 
20 µl cDNA-Tween-Waschpuffer und anschließend mit 20 µl cDNA-Igepal-Puffer wiederholt. 
Beide Überstände werden gesammelt und mit dem ersten vereinigt. Die isolierte mRNA wird 
mit Hilfe von Primern, die komplementär zum Poly-A-Schwanz sind, revers in cDNA 
transkribiert. So wird auch die 5‘-Bindungsstelle für die späteren Primer, die während der 
globalen Amplifikation genutzt werden, eingefügt. Dazu werden die Beads in 2 µl 5x Reverse 
Transcription-Puffer, 1 µl DTT (0,1 M), 0,5 µl Igepal 10 %, 0,5 µl Wasser und 6 µl Primer 
resuspendiert. Es wird eine Primerkombination aus 3 µl CFL15CT24 (100 µM) und 3 µl 
CFL15CN8 (200 µM) verwendet. DTT verhindert als SH-Gruppen-Donator die Oxidation der 
Probe, das Detergenz Igepal die Aggregation der Beads. Die Primer werden für 10 min bei 
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RT angelagert, anschließend 2 µl 5x Reverse Transcription-Puffer, 1 µl DTT (0,1 M), 
1 µl dNTPs (4x 10 mM), 5 µl Wasser und 200 U Superscript II Reverse Transcriptase 
zugegeben und die Reaktionsgefäße 45 min bei 44 °C im Ofen rotiert. Nach der cDNA-
Synthese werden die Beads am Magneten in 20 µl Tailing-Waschpuffer gewaschen, in 10 µl 
Tailing-Mix (4 mM MgCl2, 0,1 mM DTT, 0,2 mM dGTP, 10 mM KH2PO4) resuspendiert und 
der Ansatz mit 40 µl PCR-Öl überschichtet. Dies soll das Verdampfen der Probe bei den 
nachfolgenden Schritten verhindern. Eine PCR-Maschine wird auf 94 °C vorgewärmt und die 
Proben darin 4 min denaturiert. Im Anschluss werden sie direkt auf Eis gestellt, 24 U 
Terminal-Deoxynukleotid-Transferase (TdT) unter die Ölschicht zugegeben und die Tailing-
Reaktion bei 37 °C für 60 min durchgeführt. Dadurch erfolgt die terminale Addition eines 
Poly-G-Schwanzes am 3‘-Ende der cDNA und damit die Bildung einer zweiten 
Bindungsstelle für die Primer der globalen Amplifikation. Nach Inaktivierung der TdT bei 
70 °C für 5 min werden 4 µl Expand Long Template Puffer 1, 7,5 µl Formamid 20 % und 24 µl 
Wasser zugegeben. Letztendlich wird die mRNA mit Hilfe der genannten Primer in einer PCR 
amplifiziert. Dazu werden die Proben in die PCR-Maschine transferiert und das PCR-
Programm zur Amplifikation der cDNA gestartet (Tabelle 14). Bei Erreichen der 78 °C werden 
2,5 µl CP2-Primer 24 µM, 1,75 µl dNTPs (10 mM) und 17,5 U Expand Long Template PolMix 
zugefügt. Das PCR-Produkt ist bei -20 °C stabil und dient als Ausgangsmaterial für weitere 
Untersuchungen. 
Tabelle 14: PCR-Programm für die Primäramplifikation der cDNA  
  
Temperatur Dauer 
1. 78 °C 0:30 min 
2. 94 °C 0:15 min 
3. 65 °C 0:30 min 
4. 68 °C 2:00 min 
5. zurück zu 2., 19 Mal 
6. 94 °C 0:15 min 
7. 65 °C 0:30 min 
8. 68 °C 2:30 min + 10 sec/Zyklus 
9. zurück zu 6., 20 Mal 
10. 68 °C 7:00 min 
11.   4 °C  ∞ 
 
3.4.2 Aufarbeitung der genomischen DNA 
Die Methode beruht auf dem publizierten Verfahren zur Aufarbeitung der genomischen DNA 
(Klein et al., 1999; Stoecklein et al., 2002). Dabei wird die gDNA mit Hilfe von 
Restriktionsendonukleasen fragmentiert. An diese Fragmente, die sticky ends enthalten, 
werden Oligonukleotid-Adapter ligiert und so die Primer-Bindungsstelle für die anschließende 
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Amplifizierung eingefügt. Der DNA-Gehalt einer Zelle (7-8 pg) wird somit auf einige µg 
vervielfältigt.  
Die gDNA aus den Überständen der mRNA-Waschschritte (Absatz 3.4.1) wird in einem 
silanisierten Gefäß gesammelt, in dem 0,8 µl Polyacrylamid-Carrier (0,25 %) vorgelegt 
wurden. Die Silan-Beschichtung soll das Anhaften der DNA an die Kunststoffwände 
verringern. Die DNA wird mit 120 µl 100 %-igen Ethanol über Nacht bei -20 °C gefällt. Die 
Fällung wird für 45 min bei 20.800 x g und 4 °C abzentrifugiert, die Flüssigkeit bis auf 10 µl 
abgenommen und durch 180 µl 70 %-igen Ethanol ersetzt. Die Proben werden 10 min bei RT 
geschüttelt und dann 10 min bei 20.800 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird noch 
zweimal wiederholt, dann wird der Alkohol komplett abgenommen, das Pellet kurz getrocknet 
und anschließend in 3,48 µl Wasser über Nacht auf dem Schüttler bei RT rückgelöst. Danach 
werden 0,5 µl OnePhorAll-Puffer (OPA 10x), je 0,13 µl Tween 10 % und Igepal 10 % sowie 
2,6 µg Proteinase K zugegeben und der Verdau für 15 h bei 42 °C in der PCR-Maschine 
durchgeführt. Bei diesem Schritt werden die Proteine verdaut und die DNA freigesetzt. 
Anschließend wird die Proteinase K 10 min bei 80 °C inaktiviert. Die freigesetzte DNA wird 
mit 12.500 U MseI und 0,25 µl Wasser bei 37 °C für 3 h in der PCR-Maschine verdaut, 
anschließend das Enzym bei 65 °C in 5 min inaktiviert. MseI fragmentiert die gDNA. 
Während des Verdaus wird der Ligationsansatz bestehend aus 0,5 µl OPA-Puffer (10x), 
jeweils 0,5 µl LIB1- und ddMse11-Oligonukleotid (beide 100 µM) und 1,5 µl Wasser in der 
PCR-Maschine einem Temperaturgradienten zur Basenpaarung unterworfen (65 °C bis 
15 °C für je 1 min pro Temperaturschritt, Tabelle 15). So wird ein doppelsträngiger Oligo-
nukleotid-Komplex (Adapter) gebildet. Der Ansatz wird zusammen mit 5 U T4 DNA-Ligase 
und 1 µl ATP (10 mM) zum Produkt des MseI-Verdaus gegeben (Endvolumen 10 µl) und 
über Nacht bei 15 °C ligiert. Bei diesem Schritt werden die hybridisierten Adapter an die 
  
Tabelle 15: PCR-Programm für die Primäramplifikation genomischer DNA 
  
Temperatur Dauer 
1. 68 °C 3:00 min 
2. 94 °C 0:40 min 
3. 57 °C 0:30 min 
4. 68 °C 1:30 min + 1 sec/Zyklus 
5. zurück zu 2., 14 Mal   
6. 94 °C 0:40 min 
7. 57 °C – 65 °C 0:30 min + 1 °C/Zyklus 
8. 68 °C 1:45 min + 1 sec/Zyklus 
9. zurück zu 6., achtmal   
10. 94 °C 0:40 min 
11. 65 °C 0:30 min 
12. 68 °C 1:53 min + 1 sec/Zyklus 
13. zurück zu 10., 22 Mal   
14. 68 °C 3:40 min 
15.   4 °C  ∞ 
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gDNA-Fragmente ligiert. Nach der Ligation wird der Ansatz zur Primäramplifikation mit 3 µl 
Expand Long Template Puffer 1, 2 µl dNTPs (10 mM), 35 µl Wasser und 5 U Expand 
LongTemplate PolMix aufgefüllt. Das PCR-Produkt ist bei -20 °C stabil und dient als 
Ausgangsmaterial für weitere Untersuchungen. 
3.5 Qualitätskontrolle der Amplifikation von Transkriptom und Genom 
Im Anschluss an die globale Amplifikation des Einzelzell-Transkriptoms und -Genoms wird 
die Vollständigkeit der primären PCR überprüft. Damit soll die Qualität des 
WTA (Amplifikation des Gesamttranskriptoms, whole transcriptome amplification)-Produktes 
und des WGA (Amplifikation des Gesamtgenoms, whole genome amplification)-Produktes 
geprüft werden, um zu entscheiden, welche Zellen für weitere Analysen benutzt werden 
können. Für die Qualitätskontrolle des Transkriptoms wird die Expression von verschiedenen  
„Housekeeping“-Genen (β-Actin (ACTB), EF1α (EEF1A1), GAPDH) untersucht. Zur 
Qualitätssicherung des Genoms werden spezifische MseI Fragmente mit den Markern p53 
(TP53), Pseudogen CK19 (KRT19P1) und D5S2117, die sich auf unterschiedlichen 
Chromosomen befinden, überprüft. Die verwendeten Oligonukleotidsequenzen sind in 
Tabelle 8 gezeigt. Weist eine Zelle in der anschließenden Agarose-Gelelektrophorese die 
spezifische Bande für mindestens zwei Marker auf, so wird sie für weitere Analysen 
verwendet. Der Reaktionsansatz zur Qualitätskontrolle wird vorbereitet und einem PCR-
Programm unterzogen (Tabelle 16, Tabelle 17). Bei den genannten Primern wird eine 
Annealing-Temperatur (TA) von 58 °C gewählt. 
Tabelle 16: PCR-Ansatz für die Durchführung der Qualitätskontrolle 
PCR 1x (µl) 
PCR Puffer+dNTPs 1,00  
5'-Primer (8 µM) 0,50 
3'-Primer (8 µM) 0,50 
BSA (20 µg/µl) 0,25 
Taq DNA-Polymerase (5 U/µl) 0,10 




3.6 Genspezifische PCR zur Überprüfung ausgewählter Transkripte 
Mit Hilfe der genspezifischen PCR wurde die Expression von ausgewählten Genen (Tabelle 
18) geprüft und analysiert. Die Beschreibung der verwendeten Primer und der jeweiligen 
Annealing-Temperaturen (TA) ist in Tabelle 8 angegeben. Das WTA-Produkt wurde in einer 
1:5 Verdünnung verwendet, die experimentelle Vorgehensweise entspricht Kapitel 3.5.  
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Tabelle 17: PCR-Programm für die Qualitätskontrolle von WTA- und WGA-Produkt 
  
Temperatur Dauer 
1. 94 °C 2:00 min 
2. TA 0:30 min 
3. 72 °C 2:00 min 
4. 94 °C 0:15 min 
5. TA 0:30 min 
6. 72 °C 0:20 min 
7. zurück zu 4., 14 Mal   
8. 94 °C 0:15 min 
9. TA 0:30 min 
10. 72 °C 0:30 min 
11. zurück zu 8., 24 Mal   
12. 72 °C 2:00 min 
13.   4 °C ∞ 
 
Tabelle 18: Genspezifische PCR - ausgewählte Gene 
Gen Name/Synonym 
EPCAM epitheliales Zelladhäsionsmolekül, CD326 
KRT5 CK5/Zytokeratin 5 
KRT6a CK6a/Zytokeratin 6a 
KRT8 CK8/Zytokeratin 8 
KRT14 CK14/Zytokeratin 14 
KRT18 CK18/Zytokeratin 18 
KRT19 CK19/Zytokeratin 19 
PTPRC CD45 
PKM1 Pyruvatkinase M1 
PKM2 Pyruvatkinase M2 
ERBB2 Humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2) 
ERBB2 Δ16 Exon-16 Spleißvariante von ERBB2 
HBB Hämoglobin beta 
S100A11 S100 calcium binding protein A11, Calgizzarin 
 
 
3.7 Markierungs-PCR (WTA-Produkt) für die Microarray-Analyse 
Im Gegensatz zur Markierung durch den Einbau von gekennzeichneten Nukleotidderivaten 
werden für die Markierung des WTA-Produktes mit Cy5 markierte Primer verwendet. Der 
  
Tabelle 19: Ansatz für die WTA-Produkt Markierung 
PCR 1x (µl) 
Roche Puffer 1 5,00 
Formamid 20 % 7,50 
CP2-Cy5 20 µM 5,00 
dNTP-Mix (10 mM) 1,75 





Tabelle 20: PCR-Programm zur WTA-Produkt Markierung 
  
Temperatur Dauer 
1. 95 °C 1:00 min 
2. 94 °C 0:15 min 
3. 60 °C 1:00 min 
4. 65 °C 3:30 min 
5. zurück zu 2., zehnmal 
 
6. 94 °C 0:15 min 
7. 60 °C 1:00 min 
8. 65 °C 3:30 min + 10 sec/Zyklus 
9. zurück zu 6., zweimal 
 
10. 65 °C 7:00 min 
11.   4 °C ∞ 
Reaktionsansatz zur Markierung wird vorbereitet und einem PCR-Programm unterzogen 
(Tabelle 19, Tabelle 20). 
3.8 Markierungs-PCR (WGA-Produkt) für die mCGH 
Durch den Einbau von Nukleotidderivaten während einer Reamplifikations-PCR werden die 
Primäramplifikate zur Detektion nach einer Hybridisierung markiert. Das Verfahren basiert 
auf der PCR mit abweichender dTTP Konzentration in der dNTP Mischung (12,5 %) und die 
zusätzliche Verwendung von modifizierten dUTP (konjugiert mit Digoxigenin bzw. Biotin). Die 
Test-DNA wird dabei Digoxigenin-, die Referenz-DNA Biotin-markiert. Als Referenz dient 
diploide DNA, die von Leukozyten des peripheren Blutes von gesunden Spendern (PBL) 
gewonnen wird (Zellpool: 20-100 normale Leukozyten). Für die Mammakarzinom-Proben 
wird ein weibliches WGA-Produkt, für die Proben aus EpCAM- Zellen ein männliches WGA-
Produkt verwendet (sex mismatch, interne Kontrolle der mCGH). Der Reaktionsansatz zur 
Markierung wird vorbereitet und einem PCR-Programm unterzogen (Tabelle 21, Tabelle 22). 
Im Anschluss an die PCR wird für die Hybridisierung genomischer DNA der Lib1 Primer 
durch einen Restriktionsverdau abgetrennt. Dadurch sollen mögliche störende Einflüsse des 
Adaptors bei der mCGH ausgeschlossen werden. Dazu werden zu den genomischen 
  
Tabelle 21: Ansatz für die WGA-Produkt Markierung 
PCR 1x (µl) 
Roche Puffer 1 4,00 
Lib1 10 µM 8,00 
7/8 dNTP-Mix (38,75 mM) 1,50 
markiertes dUTP 1 mM 1,75 





Tabelle 22: PCR-Programm zur WGA-Produkt Markierung 
  
Temperatur Dauer 
1. 94 °C 1:00 min 
2. 60 °C 0:30 min 
3. 72 °C 2:00 min 
4. 94 °C 0:30 min 
5. 60 °C 0:30 min 
6. 72 °C 2:00 min + 20 sec/Zyklus 
7. zurück zu 4., zehnmal 
 
8.   4 °C ∞ 
Reamplifikaten 2 µl Puffer R (10x) und 50 U Tru1I hinzugefügt und bei 65 °C für 3 h inkubiert. 
Tru1I ist ein Isozym von MseI. 
3.9 Restriktionsverdau der PCR-Fragmente 
Mit dem Restriktionsverdau der DNA wird die Identität der PCR-Fragmente bestätigt. Die 
Sequenz wird mit dem Programm NEBcutter auf Restriktionsendonuclease-Schnittstellen 
geprüft. Die Enzyme werden so gewählt, dass zwei Fragmente entstehen, von denen eines 
ca. 66 % der ursprünglichen Länge des Gesamtfragments besitzt. Für die verschiedenen 
PCR-Produkte werden unterschiedliche Enzyme und Temperaturen verwendet (Tabelle 24). 
Die Reaktionsansätze für den Verdau und die Verdaukontrolle werden vorbereitet (Tabelle 
23) und nach erfolgtem Verdau die Ergebnisse des Restriktionsverdaus in einem 3 %-igen 
Agarosegel getrennt. 
Tabelle 23: PCR-Ansatz für den Restriktionsverdau 
  
Enzymverdau (µl) Verdaukontrolle (µl) 
PCR Reaktion 15,0 15,0 
NEB Puffer 3,0 3,0 
BSA (10 mg/ml) * 0,3 0,3 
Restriktionsenzym 3,0 0 
H2O (HPLC) 8,7 11,7 
∑ 30,0 30,0 
* falls kein BSA benötigt wird, durch H2O ersetzen 
3.10 Agarose Gelelektrophorese 
Mit der Agarose Gelelektrophorese wird der Erfolg der Amplifikation der gewünschten DNA-
Fragmente analysiert. Negativ geladene Fragmente werden nach ihrer Größe im elektrischen 
Feld aufgetrennt. Für die Qualitätskontroll-PCR werden 1,5 %-ige Agarose-Gele (1,5 g Agar-
ose in 100 ml TBE-Puffer) verwendet, für die genspezifische PCR 3 %-ige Agarose-Gele, um 
eine deutlichere Auftrennung der Fragmente zu erhalten. Es werden 100 ml Gemisch in 
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einem 250 ml Erlenmeyer-Kolben erhitzt bis die Mischung klar wird und mit 
5 µl Ethidiumbromid (1 %) versetzt. Anschließend wird die Flüssigkeit in ein Gelkammer-Tray 
gefüllt, in dem Kämme zur Formierung von Lauftaschen eingelegt wurden. Die PCR-Proben 
(10 µl) werden mit 3 µl Dye/Ladepuffer (0,3 % Orange G, 25 % Ficoll in TBE) versetzt und 
nach Aushärtung des Gels in die präformierten Geltaschen geladen. Das Elektrophorese-
Netzgerät wird auf 160 V und 400 mA für 45 min eingestellt, um die Amplifikate der PCR in 
einem Horizontal-Gelelektrophorese-System aufzutrennen. Das Ergebnis der Auftrennung 
wird auf einem UV-Schirm sichtbar gemacht und mittels einer Kamera digitalisiert. 
 
Tabelle 24: Verwendete Restriktionsenzyme und Inkubations- bzw. Inaktivierungsparameter 
















EPCAM Hpy188III 4  + 3 37 20 65 96 + 65 
  
          
KRT5 HaeIII 4  - 3 37 20 80 80 + 23 
  
          
KRT6a HaeIII 4  - 3 37 20 80 112 + 42 
  
          
KRT8 Hpy188III 4  + 3 37 20 65 116 + 34 
NIaIII 4  + 3 37 20 65   89 + 61 
  
          
KRT14 HpyCH4V 4  - 3 37 20 65 120 + 62 
  
          
KRT18 HpyCH4V 4  - 3 37 20 65 102 + 55 
BsmAI 4  - 3 55 20 80 104 + 53 
  
          
KRT19 HpyCH4V 4  - 3 37 20 65 114 + 48 
  
          
PTPRC NIaIII 4  + 3 37 20 65 72 + 34 
  
          
PKM1 Psil 4  - 3 37 20 65 78 + 53 
  
          
PKM2 Pst1 3  + 3 37 20 80 85 + 46 
  
          
ERBB2 HpyCH4V 4  - 3 37 20 65 80 + 65 
  
          
ERBB2Δ16  HpyCH4V 4  - 3 37 20 65 64 + 33 
  




3.11 Vergleichende genomische Hybridisierung (mCGH) 
Durch die Markierung mit modifizierten Nukleotiden (0) kann das einzelsträngige WGA-
Produkt durch eine kompetitive Hybridisierung mit dem Referenz-WGA-Produkt verglichen 
werden.  
3.11.1 Präparation von Metaphasenchromosomen 
Es werden 20 ml heparinisiertes Blut eines gesunden männlichen Spenders mit 
Lymphozyten-Kulturmedium (250 ml RPMI Medium, 37,5 ml FCS, 5 ml 100x Penicillin/ 
Streptomycin, 2,5 ml L-Glutamin (200 mM), 3 ml Phytohämagglutinin) vermischt, in 10 ml 
Kulturfläschchen verteilt und 72 h bei 37 °C in einem CO2-Brutschrank (5 % CO2, 95 % 
Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Die Kulturfläschchen werden alle 24 h geschüttelt. Durch 
Phytohämagglutinin wird die Teilung der Leukozyten stimuliert. Zur Arretierung der 
Chromosomen in der Metaphase werden anschließend 100 µl Colcemidlösung (10 µg/ml) 
zugegeben und weitere 45 min im Brutschrank inkubiert. Dieser Mitose-Hemmstoff verhindert 
die Ausbildung der Spindelfasern. Darauf werden die Lymphozytenkulturen in 15 ml 
Zentrifugenröhrchen transferiert, die Zellen durch Zentrifugation (453 x g, 10 min) pelletiert, 
in 10 ml hypotoner Lösung resuspendiert (75 mM KCl, 37 °C) und 8 min bei 37 °C inkubiert. 
Die gequollenen Zellen werden erneut abzentrifugiert und in 10 ml -20 °C kaltem Fixativ 
(Methanol und Eisessig im Verhältnis 3:1) vorsichtig resuspendiert. Eisessig führt zur Lyse 
der Erythrozyten, Methanol denaturiert die Proteine (u.a. Histone) und dehydriert die Probe. 
Die Reste der lysierten Erythrozyten werden durch zweimaliges Zentrifugieren und Waschen 
in 10 ml Fixativ entfernt, danach kann die Zellsuspension in 2 ml Fixativ bei –20 °C bis zum 
Auftropfen auf Objektträger gelagert werden.  
Zur Herstellung von Metaphasen-Objektträgern werden Glasobjektträger in einer Küvette mit 
100 % EtOH über Nacht entfettet und gereinigt. Vor dem Auftropfen der Metaphasen-
Lymphozyten, die mit 10 ml Fixativ gewaschen wurden, wird der Alkohol abgegossen und die 
Objektträger in destilliertem Wasser 5 min bei -20 °C gekühlt. Das Auftropfen der in 
Methanol-Eisessig fixierten Lymphozytenkultur erfolgt mit einer Pasteurpipette aus einem 
Abstand von ca. einem halben Meter. Dadurch platzt der Kern und die Metaphasen-
Chromosomen werden freigesetzt (Abbildung 6). Das verbleibende Fixativ wird durch 
Inkubation des Objektträgers auf einer Heizplatte 3 h verdampft. Dabei wird die Umgebungs-
luft künstlich durch gleichzeitiges Auflegen von feuchten Tüchern mit Wasserdampf 
angereichert, was die Qualität der Metaphasenpräparation verbessern soll. Die Objektträger 
werden bis zur weiteren Verwendung in 100 % EtOH bei 4 °C gelagert.  
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Abbildung 6: Objektträger mit Metaphasen-Präparation: A: Die weißen Pfeile zeigen einzelne Metaphasen, 
die schwarzen Pfeile zeigen Zellkerne, die sich in der Interphase befinden. B: Vergrößerter Ausschnitt aus A; 
Abbildung von zwei Metaphasen, die nebeneinander liegen. Verwendung mit freundlicher Genehmigung von M. 
Gužvić 
 
3.11.2 Hybridisierung der markierten WGA-Produkte 
Das, wie in Abschnitt 0 beschrieben, markierte Test-WGA-Produkt und das Referenz-WGA-
Produkt werden über Nacht bei -20 °C gefällt (Tabelle 25). Die Fällung wird für 45 min bei 
20.817 x g und 4° C abzentrifugiert, das Pellet mit 700 µl EtOH 70 % gewaschen, weitere 
10 min zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Das Pelett wird luftgetrocknet und in 
7 µl 100 % Formamid bei 37° C 45 min unter Schütteln (600 rpm) gelöst. Formamid soll die 
Temperatur der Probe bei der Hybridisierung mit den Chromosomen reduzieren. Darauf 
werden 7 µl einer Lösung aus 30 %-igem Dextransulfat in 4x SSC zugegeben und weitere 
30 min bei 37 °C geschüttelt. Dextransulfat bindet H2O und führt dadurch zu einer höheren 
lokalen DNA-Konzentration, was zu einer Verkürzung der Hybridisierungsdauer führt. 
Anschließend wird die DNA bei 78 °C für 6 min denaturiert und die C0t-1 DNA 30 min bei 
37 °C mit den repetitiven Anteilen der DNA prähybridisiert. Dies soll deren störenden Einfluss 
auf die mCGH verhindern. 
Parallel dazu wird ein Metaphasen-Objektträger von Zytoplasma-Resten und RNA befreit 
und die darauf befindliche chromosomale DNA denaturiert. Zuerst werden die Objektträger in 
Tabelle 25: Ansatz der Fällung von Test- und Referenz-DNA 
  
1x (µl) 
PCR-Amplifikat der Test-DNA (2x) 80 
PCR-Amplifikat der Referenz-DNA   40 
human C0t-1 DNA (1 µg/µl) Roche 90 
human C0t-1 DNA (1 µg/µl) Molecular Probes 30 
Heringsperm-DNA (10 µg/µl) 15 
Natriumacetat (3 M, pH 5,2) 27 
EtOH 100 % (eisgekühlt) 600 
Σ 882 
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2x SSC (pH 7,4) gewaschen und mit 50 µl Pepsin (100 µg/µl) in 100 ml HCl (10 mM, pH 2,0) 
bei 37 °C für 4 min inkubiert. Bei diesem Schritt werden die Proteine verdaut. Der Verdau 
wird durch dreimaliges Waschen in PBS gestoppt, der Objektträger in einer aufsteigenden 
Alkoholreihe (70 %, 85 % und 100 % Ethanol) bei 4 °C dehydriert und getrocknet. In einem 
Wasserbad werden 100 ml 70 % Formamid in 2x SSC (pH 7,2) auf 70 °C erhitzt und der 
Objektträger darin für 1 min 50 sec denaturiert. Der Objektträger wird erneut in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe getrocknet, der DNA-Hybridisierungsansatz aufgetragen und das 
Hybridisierungsfeld durch ein Deckglas (18 x 18 mm) abgedeckt und mit Gummikleber 
(Fixogum) verschlossen. Die Hybridisierung findet 48 h bei 37 °C in feuchter Atmosphäre 
statt. Nach der Hybridisierung wird vorsichtig das Deckgläschen über dem Hybridisierungs-
feld abgenommen und der Objektträger viermal jeweils 5 min in 4x SSC + 0,2 % Tween 
(42 °C) in einer Hellendahl-Küvette auf dem Orbitalschüttler gewaschen. Anschließend wird 
dreimal jeweils 5 min mit 1x SSC (60 °C) auf dem Schüttler gewaschen. Nach einem 
Umpufferungs-Schritt in PBS + 0,2 % Tween (42 °C) werden die unspezifischen Bindungs-
stellen für 30 min mit 1 ml Block-Lösung (PBS pH 7,4 + 0,2 % Tween, 3 % BSA, 5 % FCS) 
bei 37 °C abgesättigt. Die überschüssige Block-Lösung wird mit PBS + 0,2 % Tween (42 °C) 
entfernt und der Objektträger mit 200 µl Antikörpermix (Tabelle 26) unter einem Deckglas 
60 min bei 37 °C unter Lichtschutz inkubiert. Überschüssiger Antikörper wird in drei 5 min 
Waschschritten bei 42 °C in 4x SSC + 0,2 % Tween unter Lichtschutz entfernt. Anschließend 
wird die DNA 3 min mit 1 ml DAPI-Lösung (1 µg/ml in 4x SSC + 0,2 % Tween) angefärbt, um 
die Chromosomenbänderung sichtbar zu machen. Der Objektträger wird kurz mit 
destilliertem Wasser gewaschen, im Dunkeln getrocknet und mit Vectashield H-1000 einge-
deckelt. Dies verhindert das Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe. 
Tabelle 26: Zusammensetzung des Antikörpermix 
  
  1 x 
Antikörperlösung für mCGH 178 µl 
α-Digoxigenin-FITC (200 µg/ml) 20 µl 
Avidin-Cy3.5 (1 mg/ml) 2 µl 
Σ 200 µl 
 
3.11.3 Auswertung 
Zur Auswertung der mCGH wird an einem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRXA, Öl-
Immersion) mit 100-facher Vergrößerung von ca. 20 geeigneten Metaphasen jeweils ein Bild 
mit den Fluoreszenzfiltern für DAPI, FITC und Cy3.5 aufgenommen (Tabelle 13, Abbildung 
7). Die Chromosomen der digitalisierten Metaphasen können mit geeigneter Software 
(CytoVision/Genus, Applied Imaging) in ein Karyogramm sortiert werden.  
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Abbildung 7: Auswertung der mCGH am Fluoreszenzmikroskop: Von geeigneten Metaphasen wird jeweils 
ein Bild mit den Fluoreszenzfiltern für DAPI, FITC und Cy3.5 aufgenommen. A: Metaphase, DAPI; B: einzelne 
Chromosomen einer Metaphase mit Bänderung, unsortiert; C: einzelne Chromosomen mit Bänderung, sortiert; 
D: Metaphase, Überlagerung FITC und Cy3.5; E: einzelne Chromosomen sortiert, Cy3.5; F: einzelne 
Chromosomen sortiert, FITC; G: einzelne Chromosomen sortiert, Überlagerung FITC und Cy3.5; H: einzelne 
Chromosomen sortiert, Bänderung mit artifiziell gefärbter Überlagerung    
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Nach softwareunterstützter Normalisierung wird das Fluoreszenzverhältnis (Test-
DNA/Referenz-DNA: FITC/Cy3.5) aller analysierten Chromosomen in einem mCGH-Profil 
dargestellt. Ein Gewinn (Amplifikation) bzw. Verlust (Deletion) von genomischer DNA 
gegenüber der Test-DNA wird angezeigt, wenn das Fluoreszenzverhältnis den Wert 1,25 
überschreitet bzw. 0,75 unterschreitet. Heterochromatinbereiche wie die p-Arme der 
Chromosomen 13, 14, 15, sowie Chromosom Y werden nicht ausgewertet. Um kumulative 
mCGH-Profile zu erhalten, werden die erhaltenen genomischen Aberrationen der einzelnen 
mCGH-Analysen nach den Richtlinien der ISCN (International System for Human 
Cytogenetic Nomenclature, 1995, Abbildung 47) entsprechend der Anforderung für das 
webbasierte mCGH-Analyseprogramm Progenetix (Baudis und Cleary, 2001) in Tabellenform 
gebracht. Nach dem Hochladen der Tabelle wird das Format „ISCN annotation table“ und die 
Technik „chromosomal CGH“ ausgewählt, um die genomischen Aberrationen in einem 
kumulativen mCGH-Profil zu visualisieren. Dabei werden alle weiteren voreingestellten 
Parameter übernommen. 
Hierarchisches Clustering der mCGH-Daten 
Das hierarchische (bottom-up) complete linkage Clustering wird unter Verwendung der 
euklidischen Distanz durchgeführt. Die Auswertung erfolgte durch Inka Appel unter 
Verwendung der Software R-Bioconductor. 
3.12 Microarray-Analyse 
Dieses Verfahren basiert auf dem Prinzip der bereits veröffentlichten Methode (Hartmann 
und Klein, 2006). Dabei wird das markierte WTA-Produkt gereinigt, denaturiert und auf einen 
Microarray hybridisiert. In dieser Arbeit wird eine Einfarbentechnologie angewandt. Auf den 
whole human genome Microarrays (4x44k) von Agilent befinden sich 19.596 eingetragene 
Target Entrez Gene RNAs. Als Positivkontrolle dienen interne Kontrollen. 
3.12.1 Hybridisierung auf humane Agilent-Arrays 
Das, wie in Abschnitt 3.7 beschrieben, markierte WTA-Produkt wird mit dem Qiagen PCR 
Purification Kit aufgereinigt. Dazu werden 500 µl PB-Puffer mit 50 µl markierter Probe ge-
mischt, gevortext und auf eine Säule gegeben. Anschließend wird 1 min bei 15.871 x g 
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dieser Waschschritt wird mit 700 µl PE-
Waschpuffer wiederholt. Darauf wird die Säule 1 min bei 15.871 x g trocken zentrifugiert und 
in ein neues Eppendorf-tube überführt. Mit 45 µl EB-Puffer wird das WTA-Produkt für 10 min 
inkubiert und 1 min bei 15.871 x g abzentrifugiert. Von der aufgereinigten Probe werden 3 µl 
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entnommen, um mit Hilfe eines Spektrophotometers die Konzentration und Einbaurate zu 
bestimmen. Zu den bei 95 °C (5 min) denaturierten Proben werden 74 µl Hybridisierungs-Mix 
(Tabelle 27) vorsichtig auf Eis zupipettiert und 30 sec bei 18.407 x g abzentrifugiert. Pro 
Microarray werden vier Proben je 100 µl in die entsprechenden Felder des Gasketslides 
(Abbildung 8) pipettiert, der Microarray auf den Gasketslide gelegt und die 
Hybridisierungskammer verschlossen. Die Hybridisierung erfolgt 17 h bei 65 °C rotierend im 
Hybridisations-Ofen. Anschließend wird der Microarray in Waschpuffer 1 gespült und 1 min in 
einer weiteren Küvette mit Waschpuffer 1 lichtgeschützt auf dem Schüttler (130 rpm) 
gewaschen. Der stringente Waschschritt mit Waschpuffer 2 (37 °C) wird ebenfalls 1 min auf 
dem Schüttler durchgeführt. Zum Trocknen wird der Microarray 30 sec in Acetonitril getaucht. 
Anschließend wird der Array gescannt und die Daten ausgewertet. 
Tabelle 27: Zusammensetzung des Hybridisierungs-Mix 
  
1x (µl) 
2x Hi-RPM Hybridisation Buffer 55 
10x GE Blocking Agent 11 
Tween 25 % 4 
Igepal 25 % 4 
Σ 74 
 
3.12.2 Auswertung der Genexpressionsdaten 
Die Daten der Array-Slides werden mit Hilfe eines Scanners (Axon Gene Pix 4400A) erfasst. 
Dazu berechnet die Software (GenePixPro 7.0, Molecular Devices) die Intensität der 
emittierten Fluoreszenz, die nach Anregung durch einen Laser mit Licht im geeigneten 
Wellenlängenbereich (650 nm, Tabelle 13) zustande kommt. Helligkeit und Kontrast werden 
automatisch eingestellt. Die Auswertung der Expressionsdaten erfolgte durch Inka Appel 
unter Verwendung der Software R-Bioconductor. Die Rohdaten werden zuerst Hintergrund-
korrigiert (Ritchie et al., 2007) und Quantil-normalisiert (Bolstad et al., 2003). Bei der Quantil-
Normalisierung wird zunächst ein Medianarray generiert. Die Rohdaten und der Medianarray 
werden sortiert und jedem Rang in den Rohdaten der entsprechende Wert aus dem 
Medianarray zugewiesen. Anschließend werden die Rohdaten in ihre ursprüngliche 
Reihenfolge gebracht. Somit besitzt jeder normalisierte Array die gleiche Verteilung, die 
Verteilung des Medianarray. Die differentielle Genexpressionsanalyse wird unter 
Verwendung des limma-packages durchgeführt (Smyth, 2004). Um fold changes und 
Teststatistik mit korrespondierenden p-Werten zu schätzen, wird für jedes Gen ein lineares 
Modell gebaut. Die p-Werte werden anschließend auf multiples Testen korrigiert (Benjamini 
Y., 1995). Weiterhin werden die Top 100 variabelsten Gene der Zellen mit Hilfe des Ward-
Clustering unter Verwendung der euklidischen Distanz geclustert.  
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Abbildung 8: Hybridisierung des markierten WTA-Produktes und anschließender Scanvorgang: A: Auf ein 
Feld des Gasketslides werden 100 µl Probe pipettiert (ein Gasketslide besteht aus vier Feldern). B: Der 
Microarray wird über den Gasketslide gelegt. C: Auf der Microarray-Fläche sollten keine Luftblasen vorhanden 
sein. D: Der Microarray wird in die Hybridisationskammer eingespannt und im Hybridisations-Ofen (E) rotiert. 
Nach dem anschließenden Spülen werden die Arrays gescannt. F: Mit Hilfe der Software wird eine Schablone 
über den Array-Bereich gelegt, um die Spots einzugrenzen. Dies wird für alle vier Microarray-Flächen auf dem 








3.13 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgt mit der Statistiksoftware STATA. Für die Darstellung der 
Stripplots (one-way-dot-plot) wird die Software GraphPad Prism 5.04 verwendet. 
Student’s t-Test 
Mit dem Student’s t-Test werden die gemessenen Größen der EpEX- und EpIC-Färbung 
verglichen. 
Kruskal-Wallis-Test 
Mit diesem Test werden ordinal- oder intervalverteilte Daten mehrerer Untergruppen auf 
Unterschiede geprüft. So wird untersucht, ob signifikante Unterschiede beim Alter zum 
Zeitpunkt der Primäroperation zwischen den verschiedenen Mammakarzinom-Subtypen 
bestehen. 
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test 
Hiermit werden nicht-normalverteilte Datensätze auf signifikante Unterschiede geprüft. Mit 
dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wird überprüft, ob sich die Anzahl an mCGH-
Veränderungen (Aberrationen, Deletionen und Amplifikationen) zwischen zwei verschie-
denen Gruppen bzw. Kollektiven signifikant unterscheiden. Verglichen werden die EpCAM+ 
und CK+ DCC von M0 und M1 Patientinnen. Ebenso werden die Anzahl an EpCAM+ Zellen in 
den verschiedenen Knochenmarkproben verglichen. Außerdem wird untersucht, ob 
signifikante Unterschiede beim Alter zum Zeitpunkt der Primäroperation zwischen zwei 
Mammakarzinom-Subtypen bestehen.  
χ
2
-Test nach Pearson 
Mit dem χ2-Test werden folgende Gruppen kategorialer Variablen auf signifikante 
Unterschiede getestet: 
• der Vergleich der Färbeergebnisse mit den klinischen Daten 
• der Vergleich der Positivität bestimmter Marker in unterschiedlichen Zellgruppen (M0, 
M1, HD) 
• der Vergleich der EpCAM-Positivität nach unterschiedlichen Parametern während der 
Aufarbeitung 
• der Vergleich der Ergebnisse der genspezifischen-PCRs mit klinischen Daten 
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Treten in den einzelnen Gruppen Werte unter fünf auf, wird der Fisher’s exact test 
angewendet.  
Fisher’s exact test (2-seitig) 
Dieser Test wird eingesetzt, wenn die einzelnen Gruppen zu klein für den χ2-Test sind:  
• der Vergleich der Färbeergebnisse mit den klinischen Daten 
• die Korrelation der mCGH-Ergebnisse mit den klinischen Daten 
• der Vergleich der Positivität bestimmter Marker in unterschiedlichen Zellgruppen (M0, 
M1, HD) 
• die Korrelation der Ergebnisse der genspezifischen-PCR mit klinischen Daten 
• der Vergleich der mCGH Daten für verschiedene Gruppen (M0, M1); Für die 
Auswertung werden die p-Werte auf multiples Testen korrigiert (Benjamini Y., 1995). 
Dazu wird eine false discovery rate (FDR) <10 % festgesetzt. Die Grundlage hierfür 
ist, dass das Hintergrundrauschen bei Einzelzellen höher ist. 
Korrelationskoeffizienten 
Korrelationskoeffizienten werden berechnet, um den Grad des linearen Zusammenhangs 
zwischen verschiedenen Daten zu ermitteln. 
• Für die Korrelation der Qualität von WTA- mit WGA-Produkt wird der Korrelations-
koeffizient nach Spearman (ρ) verwendet. 
• Für die Korrelation der Expressionsdaten mit den PCR-Ergebnissen wird der 
Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) verwendet. 
Falls nicht anders gekennzeichnet, wird bei allen statistischen Auswertungen ein p-Wert von 
<0,05 als statistisch signifikant bezeichnet. Als hochsignifikant wird ein p-Wert von <0,01 und 
als höchstsignifikant ein p-Wert von <0,001 bezeichnet. Diese Signifikanzniveaus sind in den 
Abbildungen mit einem, zwei oder drei Sternen dargestellt. Nicht signifikante Ergebnisse sind 
mit „ns“ gekennzeichnet. In einigen Fällen wird der korrigierte p-Wert (adjp) verwendet und 
bis zu einem Wert von 0,10 als statistisch signifikant bezeichnet. Dies ist durch Klammern 
um den Stern (*) erkenntlich. 
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3.14 Verwendete Standardprotokolle 
3.14.1 Zellkultur 
Es wird nach einem Standardprotokoll der Zellkultur gearbeitet (Sambrook und Russell, 
2000). Eine Auflistung der verwendeten Zelllinien und der dazugehörigen Medien enthält 
Tabelle 28. 
Tabelle 28: Verwendete Zelllinien und Medien 
Zelllinie Zellkultur-Medium 
MCF-7 RPMI 1640, 10 % FCS, 1 % PenStrep, 2 mM L-Glutamin 
HL60_wt RPMI 1640,   5 % FCS, 1 % PenStrep, 2 mM L-Glutamin 
HL60_EpCAM RPMI 1640,   5 % FCS, 1 % PenStrep, 2 mM L-Glutamin, G418 (1 mg/ml) 
 
3.14.2 Fixierung von Zellen in Suspension mit Saponin 




































Das Ziel dieser Arbeit war, die disseminierten Krebszellen (DCC) aus dem Knochenmark von 
Mammakarzinom-Patientinnen zu charakterisieren, die mit einem Antikörper gegen das 
epitheliale Adhäsionsmolekül (EpCAM) isoliert wurden. Die EpCAM-Suspensionsfärbung 
ermöglichte die Analyse von Transkriptom und Genom derselben Zelle. Daneben sollten 




Abbildung 9: Experimentelle Übersicht 
 
52 Ergebnisse 
4.1 Nachweis von EpCAM und CK auf DCC 
Um die Inzidenz von Zytokeratin-positiven (CK+) und EpCAM+ Zellen im Knochenmark zu 
vergleichen, wurde vorab eine Doppelfärbung etabliert. Für die geplante Färbung von 
Knochenmarkproben mit einem EpCAM-Antikörper und dem späteren Vergleich mit 
CK+ Zellen sollte herausgefunden werden, ob ein grundlegender Unterschied in der 
Detektionsrate von CK+ und EpCAM+ Zellen besteht und es sich bei beiden Zelltypen um 
verschiedene Populationen handelt. Deshalb wurde eine spezifische Doppelfärbung etabliert, 
mit der humanes Knochenmark auf Haftobjektträgern nach beiden Antigenen auf DCC 
untersucht werden konnte.  
 
4.1.1 Etablierung einer EpCAM/Zytokeratin-Doppelfärbung  
4.1.1.1 EpCAM-Einzelfluoreszenzfärbung und intrazelluläre Spezifität 
Zunächst wurde die Einfachfärbung mit dem EpCAM-Antikörper E144 etabliert. 
Anschließend wurde die Spezifität von E144 (Bindung an die intrazelluläre Domäne, EpIC) 
mit dem EpCAM-Antikörper Ber-EP4, der an die extrazelluläre Domäne (EpEX) bindet, 
verglichen. Ziel war es zu bestätigen, dass E144 spezifisch die intrazelluläre Domäne 
erkennt. Als Positivkontrolle wurden die Zelllinien MCF-7 und HL60_EpCAM verwendet. Als 
Negativkontrolle diente HL60_wt. Die Kernfärbung wurde mit DAPI oder Hoechst 33342 
durchgeführt. Mit Hilfe von DAPI konnten bei der Suspensionsfärbung tote Zellen identifiziert 
werden, da der Antikörper in Suspension nur den Kern toter Zellen färbt. 
EpCAM-Einzelfluoreszenz-Färbung 
Als Primärantikörper wurde der Kaninchen-Antikörper E144 verwendet, der spezifisch an die 
C-terminale Domäne von EpCAM bindet. Dieser wurde in unterschiedlichen Verdünnungen 
getestet (Inkubation 30 min) und mit zwei verschiedenen Sekundärantikörpern kombiniert 
(Tabelle 29). Die Färbung erfolgte analog Kapitel 3.2.1, wobei die Blockierung 20 min 
  
Tabelle 29: Übersicht der getesteten Verdünnungen und Antikörper: EpCAM-Fluoreszenzfärbung; 
Konzentration des Antikörpers E144 nicht bekannt 
Primärantikörper  Sekundärantikörper 
E144 Kaninchen (1:50) 
 
α-Kaninchen-Cy3 F(ab)2 (15 µg/ml)   
E144 Kaninchen (1:100) 
 
α-Kaninchen-Alexa 555 (20 µg/ml) 
E144 Kaninchen (1:250) 
  
E144 Kaninchen (1:500) 
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stattfand. Alle Isotypkontrollen waren negativ. Die Auswertung unter dem Fluoreszenz-
mikroskop zeigte, dass die Primärantikörper-Verdünnung von 1:500 nicht alle MCF-7-Zellen 
färbte, bei 1:250 war teilweise nur eine schwache Färbung sichtbar. Jedoch waren zwischen 
1:100 und 1:50 keine Unterschiede hinsichtlich der Fluoreszenzintensität erkennbar. Daher 
wurde für alle weiteren Färbungen die Verdünnung 1:100 gewählt. PBL wurden nicht gefärbt. 
Die Verwendung des Sekundärantikörpers α-Kaninchen-Alexa 555 lieferte eine stärkere 
Fluoreszenz als die Färbung mit α-Kaninchen-Cy3. Zusätzlich wurde ein Direktvergleich 
beider sekundärer Antikörper mit Haftobjektträgern, auf denen Patientenknochenmark mit 
MCF-7 1:100 gemischt wurden, durchgeführt. Hier zeigte sich ein deutlicher Vorteil von 
Alexa 555. Bei der Färbung von Patienten-Knochenmark war die Färbung mit Cy3 nur sehr 
schwach erkennbar, wohingegen sich Alexa 555 deutlich vom Hintergrund abhob (Daten 
nicht gezeigt). Für alle weiteren Färbungen mit dem EpCAM-Antikörper E144 (α-EpIC) wurde 
daher der Sekundärantikörper α-Kaninchen-Alexa 555 verwendet. 
Intrazelluläre Spezifität des EpCAM Antikörpers E144 
Zuerst wurde überprüft, ob α-EpIC unspezifisch die extrazelluläre EpCAM Domäne färbt. 
Dazu wurde eine Suspensionsfärbung mit den Zelllinien MCF-7 und HL60_EpCAM (1:20 
verdünnt mit PBL) analog der Suspensionsfärbung gegen EpCAM durchgeführt (Kapitel 
3.2.2, Tabelle 30). Beide Zellsuspensionen wurden gleichzeitig mit beiden Primärantikörpern 
gefärbt. Anschließend wurde jeweils ein Teil mit 1 ml DAPI- (0,2 ng/ml) oder Hoechst 33342-
Lösung (1,25 ng/ml) inkubiert, um Zellen mit nicht intakter Zellmembran zu identifizieren. Die 
Auswertung im Cy3-Kanal zeigte bei beiden Zelllinien keine gefärbten lebenden Zellen, da 
E144 bei intakten Zellen nicht ins Innere der Zelle gelangen kann. Im FITC-Kanal war eine 
Färbung der extrazellulären Domäne durch Ber-EP4 sichtbar. Durch die DAPI-Färbung 
erkenntliche tote Zellen waren vereinzelt positiv im Cy3 Kanal. Durch die zerstörte 
Zellmembran gelangte der Antikörper in die Zelle (Abbildung 10A-D). PBL wurden nicht 
gefärbt. Dies lässt folgern, dass keine unspezifische Färbung der extrazellulären Domäne 
durch E144 stattgefunden hat.  
Des Weiteren wurde untersucht, ob sich die Lokalisation der intrazellulären EpCAM-Domäne 
von der extrazellulären Domäne hinsichtlich der Färbung durch α-EpIC und α-EpEX unter-  
 
Tabelle 30: Übersicht der verwendeten Antikörper zum Vergleich von EpIC und EpEX 
Primärantikörper Sekundärantikörper Isotypkontrolle 
EpIC: E144: α-EpCAM-Kaninchen α-Kaninchen-Alexa 555  Kaninchen IgG  
Konzentration nicht bekannt, 1:100 20 µg/ml Konzentration nicht bekannt, 1:100 
EpEX: Ber-EP4: α-EpCAM-FITC α-FITC-Alexa 488  Maus IgG1  











Abbildung 10: Suspensionsfärbung mit EpIC und EpEX (MCF-7): In Suspension konnte nur die extrazelluläre 
EpCAM-Domäne gefärbt werden. Die tote (geplatzte) Zelle unten ist stark DAPI gefärbt und zusätzlich EpIC 
positiv, da der Antikörper aufgrund der defekten Zellwand ins Zellinnere gelangen konnte; A: Überlagerung Cy3, 
FITC, DAPI; B: Überlagerung Cy3, DAPI; C: Überlagerung: FITC, DAPI; D: Hellfeld; α-EpIC (E144, orange), 
α-EpEX (Ber-EP4, grün), DAPI (blau); Skala 50 µm; Belichtung 5 sec 
scheidet. Dazu wurde die oben genannte Färbung mit permeabilisierten, fixierten Zellen 
durchgeführt. Hierfür wurde zuerst der EpIC-Antikörper in Anwesenheit von Saponin 
zugegeben und nach dem Waschen mit dem EpEX-Antikörper gefärbt. Diese Reihenfolge ist 
essentiell, da die Permeabilisierung reversibel ist und sich die Zellen in Abwesenheit von 
Saponin wieder verschließen. Sowohl die EpEX- als auch die EpIC-Färbung lieferte stark 
gefärbte doppelpositive MCF-7 und HL60_EpCAM Zellen. Bei vielen Zellen war deutlich ein 
Größenunterschied zwischen der extrazellulären EpEX- und der intrazellulären EpIC-
Färbung sichtbar, die durch die unterschiedliche Lokalisation beider EpCAM-Domänen zu 
erklären ist (Abbildung 11A-D). Es ist eine linienartige grüne Membranfärbung (α-EpEX) zu 
erkennen. Im Vergleich dazu lieferte α-EpIC eine rote, eher ungeordnete Färbung im Inneren 
der Zelle. Mit der Software Axio Vision LE wurde diese Zelle vermessen und dreimal der 
Durchmesser der Zelle bestimmt (Abbildung 11E-H). Das arithmetische Mittel betrug für EpIC 
18,3 µm (σ=0,37 µm) und für EpEX 18,8 µm (σ=0,30 µm), was signifikant unterschiedlich war 
(p=0,022, Student’s t-Test). Unter gleichen Bedingungen wurde eine EpIC/EpEX-
Doppelfärbung auf Haftobjektträgern durchgeführt. Das Ergebnis war eine deutliche Färbung 
der intrazellulären und extrazellulären Domäne durch beide Antikörper (Abbildung 12A-D). 
Bei 100-facher Vergrößerung einer gefärbten MCF-7 Zelle war erkennbar, dass um den 
Zellkern mehr rote Punkte (EpIC-Färbung) vorhanden waren, im Vergleich zur eher gelben 




13C). Alle beschriebenen Färbungen wurden zur Kontrolle mit HL60_wt Zellen durchgeführt 



















Abbildung 11: Färbung mit EpIC und EpEX an fixierten Zellen (HL60+): Färbung der intrazellulären und 
extrazellulären EpCAM-Domäne. Die EPIC und EpEX positive Zelle zeigt einen Größenunterschied zwischen 
dem EpEX- und EpIC-Färbebereich; A: Überlagerung Cy3, FITC, DAPI; B: Überlagerung FITC, DAPI; 
C: Überlagerung: Cy3, DAPI; D: Hellfeld; E+G: Cy3, Vergrößerung und Messrahmen 3,81 x 3,90 (relative 
Einheit); F+H: FITC, Vergrößerung und Messrahmen 3,95 x 4,01 (relative Einheit); α-EpIC (E144, orange), 

















Abbildung 12: Färbung mit EpIC und EpEX auf Haftobjektträger (MCF-7): Färbung der intrazellulären und 
extrazellulären EpCAM-Domäne. A: Überlagerung Cy3, FITC, DAPI; B: Überlagerung: FITC, DAPI; 
C: Überlagerung: Cy3, DAPI; D: Hellfeld; α-EpIC (E144, orange), α-EpEX (Ber-EP4, grün), Hoechst (blau); Skala 
50 µm; Belichtung 3,2 sec 
 
Abbildung 13: EpIC- und EpEX-Färbung – Detailaufnahme: Färbung der intrazellulären und extrazellulären 
EpCAM-Domäne (Haftobjektträger, MCF-7). A: Überlagerung Cy3, FITC, DAPI; B: Überlagerung: FITC, DAPI; 
C: Überlagerung Cy3, FITC; Zwischen der gelben Membranfärbung (gleichmäßige Überlagerung von grün 
(EpEX) und rot (EpIC)) und der eher rötlichen Färbung im Inneren der Zelle sind deutliche Unterschiede 







Damit konnte nicht nur gezeigt werden, dass α-EpIC spezifisch die intrazelluläre Domäne 
färbt und α-EpEX die extrazelluläre Domäne, sondern es konnte auch die unterschiedliche 
Lokalisation der EpCAM-Domänen durch die Färbebereiche verdeutlicht werden. Aufgrund 
dieser Ergebnisse, der monoklonalen Herkunft aus dem Kaninchen und der besseren 
Farbkombinationsmöglichkeiten wurde der EpIC-Antikörper E144 für die Doppelfärbung 
verwendet. 
4.1.1.2 Zytokeratin-Einzelfluoreszenz-Färbung 
Für die Etablierung der CK-Färbung wurden verschiedene Primär- und Sekundärantikörper 
getestet (Tabelle 31). Die Färbung wurde analog der EpCAM-Einzelfluoreszenzfärbung 
durchgeführt (Kapitel 4.1.1.1). Alle Isotypkontrollen waren negativ. Die Färbung wies mit 
2,0 µg/ml Primärantikörper A45-B/B3 eine stärkere Fluoreszenz und klarer gefärbte Zellen 
auf als mit 0,8 µg/ml. Die Verwendung der Sekundärantikörper α-Maus-Alexa 488, α-Maus-
Alexa 488 highly cross-adsorbed oder α-Maus-Alexa 488 F(ab)2 zeigte keine Unterschiede. 
In allen drei Färbungen war die Fluoreszenz überaus stark und die Zellen sehr klar gefärbt. 
Bei der Biotin-konjugierten Färbung verbesserte sich die Farbintensität mit steigender 
Konzentration des Primärantikörpers. Demnach lieferte die Konzentration 8,0 µg/ml das 
beste Ergebnis. Die Verwendung von Streptavidin-Alexa 488 als Sekundärantikörper führte 
zu stärker gefärbten Zellen als FITC-Streptavidin. Bei Letzterem war nur eine sehr schwache 
Färbung in der Positivkontrolle zu erkennen. PBL wurden von beiden Antikörpern nicht 
gefärbt. Auch hier wurde ein Direktvergleich von A45-B/B3 zusammen mit α-Maus-Alexa 488 
und A45-B/B3-bio mit Steptavidin-Alexa 488 auf Haftobjektträgern mit Patientenknochenmark 
durchgeführt. Die A45-B/B3-Färbung in Kombination mit α-Maus-Alexa 488 lieferte eine 
sichtlich stärkere Färbung. Der Hintergrund war deutlich schwächer, als bei der Biotin-
Färbung und auch die CK-Färbung war stärker und klarer erkennbar (Daten nicht gezeigt). 
Aufgrund der deutlich stärkeren Färbung wurde der Primärantikörper A45-B/B3 zusammen 
mit dem Sekundärantikörper α-Maus-Alexa 488 für die Doppelfärbung verwendet.  
Tabelle 31: Übersicht der getesteten Verdünnungen und Antikörper: CK-Fluoreszenzfärbung 
Primärantikörper  Sekundärantikörper Isotypkontrolle 
A45-B/B3 Maus (2,0 µg/ml) 
 
α-Maus-Alexa 488 (20 µg/ml) Maus IgG1κ (0,2 µg/ml) 
A45-B/B3 Maus (0,8 µg/ml) 
 






α-Maus-Alexa 488 F(ab)2  (20 µg/ml)  
A45-B/B3 bio Maus (8,0 µg/ml) 
 
Streptavidin- Alexa 488 (10 µg/ml) Maus IgG1κ bio (4,4 µg/ml) 
A45-B/B3 bio Maus (4,0 µg/ml) 
 
FITC-Streptavidin (18 µg/ml) 
 
A45-B/B3 bio Maus (2,7 µg/ml) 
   
A45-B/B3 bio Maus (2,0 µg/ml) 
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4.1.1.3 Austestung verschiedener Blockierungschritte 
Bei Fluoreszenz-Färbungen von Haftobjektträgern mit Knochenmark ist häufig ein (starker) 
Hintergrund (vor allem im FITC-Kanal) zu beobachten. Dies kann durch unspezifische 
Antikörperbindungen auf dem Patientenmaterial zustande kommen. Um diesen Hintergrund 
zu verringern, wurden verschiedene Blockierungsvarianten mit 10 % AB-Serum ausgetestet, 
wodurch die unspezifischen Bindungen reduziert werden sollten. Zusätzlich wurde mit 
Ziegen-Serum blockiert, da beide Sekundärantikörper aus der Ziege stammen. Ebenso 
wurde die Blockierung mit einem Reagenz zur gezielten Signalverstärkung getestet (Image-
IT Fx). Es wurden Haftobjektträger mit Patientenknochenmark (1:100 gemischt mit MCF-7) 
auf folgende Arten blockiert: 
− 10 % AB-Serum in PBS für 20 min (Standard) 
− 10 % AB-Serum + 10 % Ziegen-Serum in PBS für 20 min 
− 10 % AB-Serum in PBS für ca. 15 h 
− 10 % AB-Serum + 10 % Ziegen-Serum in PBS für ca. 15 h 
− Image-IT Fx Signalverstärker: Inkubation für 30 min und anschließend 10 % AB-
Serum in PBS für 20 min 
Darauf wurde die Doppelfärbung (Kapitel 3.2.1, Inkubationszeit der sekundären Antikörper: 
30 min) durchgeführt. Die Betrachtung der Ergebnisse zeigte einen deutlich reduzierten 
Hintergrund bei dem Blockierungsschritt von ca. 15 h mit 10 % AB-Serum. Der Hintergrund 
bei der Kombination AB-Serum plus Ziegen-Serum glich der Standard-Blockierung. Die 
Vorbehandlung mit dem Image-IT Fx Signalverstärker führte bei zwei durchgeführten 
Versuchen ebenfalls zu keiner Verbesserung. Es machte sogar den Eindruck, dass dieses 
Reagenz die Ablösung der Zellen vom Haftobjektträger begünstigte.  
4.1.1.4 EpCAM/CK-Doppelfärbung mit zusätzlicher Kernfärbung 
Aufgrund der Ergebnisse der vorausgegangenen Abschnitte wurden die EpCAM-Färbung mit 
dem Primärantikörper E144 in Kombination mit dem Sekundärantikörper α-Kaninchen-
Alexa 555 und die CK-Färbung mit dem Primärantikörper A45-B/B3 in Kombination mit dem 
Sekundärantikörper α-Maus-Alexa 488 durchgeführt. Nun wurde getestet, ob beide Einzel-
färbungen gleichzeitig durchgeführt werden können, um so die Färbedauer zu verkürzen. 
Dazu wurde zunächst die Kreuzreaktivität der verschiedenen Antikörper untereinander 
geprüft. Es wurde jeweils der Primärantikörper und die Isotypkontrolle der EpCAM- und der 
CK-Färbung mit dem jeweiligen Sekundärantikörper der anderen Färbung kombiniert 
(Tabelle 32). Bei vier durchgeführten Wiederholungen waren alle Kreuztest-Versuche negativ.  
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Tabelle 32: Kreuztest-Versuche zur Überprüfung der Kreuzreaktivität der Antikörper 







 α-Kaninchen-Alexa 555 
Die nicht vorhandene Kreuzreaktivität erlaubte die parallele Durchführung beider Färbungen. 
Als nächstes wurden die EpCAM-Einzelfärbung und anschließend die CK-Einzelfärbung auf 
dem gleichen Haftobjektträger (MCF-7, 1:100 in PBL) nacheinander durchgeführt. Die 
Isotypkontrolle wurde ebenso mit Maus IgG1κ und Rabbit IgG behandelt. Die 
Färbeergebnisse der Doppelfärbung unterschieden sich nicht von denen der getrennt 
ausgeführten Färbung, die Isotypkontrolle war negativ. Die genannten Versuche wurden 
viermal wiederholt. Anschließend wurden beide Färbungen zusammen ausgeführt. Dazu 
fand die Inkubation der Primär- und Sekundärantikörper beider Färbungen gleichzeitig statt. 
Die Isotypkontrolle war negativ und die Färbeintensität war mit dem Ergebnis der vorherigen 
Färbung, bei der die zwei Färbungen nacheinander getätigt wurden, identisch. Der Versuch 
wurde viermal wiederholt. Außerdem verbesserte die Verlängerung der Inkubationszeit der 
Primärantikörper von 30 auf 45 min das Ergebnis.  
Zusätzlich zur Doppelfärbung wurde eine Kernfärbung integriert, um die Zellen leichter 
detektieren zu können. Dazu wurde entweder Hoechst 33342 (1,25 ng/ml, 1,7 ng/ml, 
2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml) oder DAPI (0,25 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml) aufgetragen und 
jeweils 1 min inkubiert. Sowohl Hoechst 33342 als auch DAPI zeigten eine sehr starke 
Kernfärbung, die mit höherer Konzentration immer kräftiger wurde. Für die Beurteilung unter 
dem Fluoreszenzmikroskop war die niedrigste Konzentration ausreichend. Es wurde mit 
Hoechst 33342 weitergearbeitet, da gezeigt werden konnte, dass dieser eine nachfolgende 
genomische Analyse nicht beeinträchtigt (Imle et al., 2009). Abschließend wurden die Zellen 
mit Paraformaldehyd fixiert. 
Die etablierte Doppelfärbung wurde unter Verwendung der ausgewählten Antikörper (Tabelle 
33) sowohl auf Haftobjektträger mit MCF-7 Zellen in PBL (Abbildung 14A-D) als auch auf 
MCF-7 in humanem Knochenmark (Abbildung 14E-H) erfolgreich durchgeführt.  
Tabelle 33: Übersicht der verwendeten Antikörper für die EpCAM/CK-Fluoreszenzfärbung 
Antigen Primärantikörper Sekundärantikörper Kernfärbung Isotypkontrolle 
CK8, CK18, CK19 A45-B/B3 α-Maus-Alexa 488 Hoechst 33342 Maus IgG1κ 


















Abbildung 14: EpCAM/CK-Doppelfärbung auf Haftobjektträger: Doppelfärbung von EpCAM und CK mit 
MCF-7 Zellen in PBL (A-D) und 1:100 in humanem Knochenmark (F-H). A: Überlagerung Cy3, FITC, DAPI; B: 
Überlagerung FITC, DAPI; C: Überlagerung: Cy3, DAPI; D: Hellfeld; E: FITC; F: Überlagerung Cy3, FITC, DAPI; 











4.1.2 Analyse von Patientenproben mit der Doppelfärbung 
Die im vorigen Abschnitt (4.1.1) etablierte Doppelfärbung gegen EpCAM und CK wurde nun 
dazu verwendet das Knochenmark von Mammakarzinom-Patientinnen zu untersuchen. Dazu 
wurden bereits präparierte Haftobjektträger von 42 Patientinnen aus Augsburg gefärbt 
  
Tabelle 34: Klinische Daten zu den Knochenmark-Haftobjektträgern aus Augsburg; PT: Primärtumor 
    
Patienten [%] 
Geschlecht weiblich 42 100,0 
männlich 0 0 
Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 31-40 Jahre 2 4,8 
41-50 Jahre 8 19,1 
51-60 Jahre 10 23,8 
61-70 Jahre 14 33,3 
>70 Jahre 5 11,9 
nicht bekannt 3 7,1 
   
Lokalisation Mammakarzinom rechts 15 35,7 
links 22 52,4 
beidseitig1 2 4,8 
unbekannt 3 7,1 
Knochenmarkpunktion bei Primäroperation 36 85,7 
Rezidiv 2 4,8 
Fernmetastasierung 1 2,4 
nicht bekannt 3 7,1 
Vorhandensein von Fernmetastasen M0 35 83,3 
M1 1 2,4 
nicht bekannt 6 14,3 
Ausdehnung PT2 pT1 19 45,2 
pT2 19 45,2 
nicht bekannt 4 9,6 
Nodalstatus N0 25 59,6 
N1-3 14 33,3 
nicht bekannt 3 7,1 
Differenzierungsgrad G1 4 9,5 
G2 20 47,6 
G3 15 35,7 
nicht bekannt 3 7,2 
Resektionsrand R0 35 83,3 
R1 1 2,4 
nicht bekannt 6 14,3 
Histologie invasiv duktal 31 73,8 
invasiv lobulär 6 14,3 
sonstige3 2 4,8 
nicht bekannt 3 7,1 
Hormonrezeptorstatus PT negativ 8 19,1 
positiv 31 73,8 
nicht bekannt 3 7,1 
HER2-Rezeptorstatus PT negativ 35 83,3 
positiv 4 9,5 
  nicht bekannt 3 7,2 
 
   
Subtyp Luminal A 30 71,4 
 Luminal B 2 4,8 
 Triple negativ 5 11,9 
 HER2+ 2 4,8 
 nicht bekannt 3 7,1 
1 Daten des Rezidivs bzw. weiter fortgeschrittenen Tumors sind gelistet 
2
 zwei Patientinnen erhielten vor dem Staging eine neoadjuvante Chemotherapie 
3









Abbildung 15: EpCAM/CK-Doppelfärbung auf Haftobjektträger: EpCAM und CK Doppelfärbung von Knochen-
mark einer M1 Patientin. Isoliert wurde die rechte EpCAM
+/CK+ Zelle, die mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet 
wurde, sowie zwei CK+ Zellen. A: Überlagerung FITC, DAPI; B: Überlagerung Cy3, DAPI; C: Hellfeld; α-EpIC 
(E144, orange), CK (A45-B/B3, grün), Hoechst (blau); Skala 50 µm 
(Tabelle 34). Damit sollte die Frage beantwortet werden, ob es sich bei EpCAM+ und 
CK+ Zellen um unterschiedliche Subpopulationen handelt. Wären größtenteils doppelpositive 
Zellen zu finden, ließe sich vermuten, dass es sich dabei um eine Population handelt. In zwei 
Fällen war die Isotypkontrolle positiv und die Färbung wurde nicht gewertet. Bei weiteren drei 
Patientinnen konnte die Färbung nicht ausgewertet werden, da der Zellrasen auf dem 
Objektträger zu dicht bzw. die Anzahl kaputter, toter Zellen zu hoch für eine Beurteilung war, 
so dass am Ende 37 Patientinnen ausgewertet werden konnten.  
Mit Hilfe der EpCAM/CK-Doppelfärbung (Abbildung 15) wurden in den Knochenmark-
präparaten verschiedene Zellpopulationen detektiert, die sich höchst signifikant (p<0,001, 
Fisher’s exakt test) unterschieden (Tabelle 35). Es war deutlich erkennbar, dass sich zwei 
Gruppen absetzten. Waren die Zellen CK-, so waren sie häufig auch EpCAM-, CK+ Zellen 
dagegen waren immer auch EpCAM+. Bei 43,3 % der Patientinnen wurden 
EpCAM+/CK+ Zellen gefunden. Der Median der gefundenen EpCAM+ oder CK+ Zellen je 
Patientin betrug 1,5 pro 106 gefärbter Zellen (Bereich 1-3). Bei einer doppelpositiven 
Patientin wurde zusätzlich eine einfach-EpCAM+ Zelle detektiert. Insgesamt wurden vier 
einfach-EpCAM+ Zellen gefunden und 27 doppelpositive. Die EpCAM-Detektionsrate betrug 
51,4 %, die CK-Detektionsrate 43,2 %. Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass es sich nicht 
um zwei verschiedene Zellpopulationen handelt. Da alle gefundenen CK+ Zellen ebenfalls 
EpCAM+ waren, ist davon auszugehen, dass bei der alleinigen Verwendung eines Anti-
körpers gegen das Antigen EpCAM, die gleiche Zellpopulation detektiert werden kann. Es 
konnte kein Zusammenhang zwischen dem Färbeergebnis (EpCAM/CK getrennt bzw. 
kombiniert) und klinischen Parametern (u.a. G, T, N, M) gefunden werden (Daten nicht 
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gezeigt). Die Färbungen wurden in Zusammenarbeit mit Nina Patwary durchgeführt, die die 
detektierten Zellen im Rahmen ihrer Promotionsarbeit isoliert und weiter charakterisiert hat.  
Tabelle 35: Ergebnisse der EpCAM/CK-Doppelfärbung von 37 Patientenproben; angegeben ist die Anzahl 





 18 / 37 (48,6 %) 3 / 37  (8,1 %) 
CK+ 
    0 / 37  (0 %)           16 / 37 (43,3 %) 
4.2 Analyse von Patientenproben mit der EpCAM-Suspensionsfärbung 
Das Ziel dieser Arbeit war es, disseminierte Tumorzellen im Knochenmark von Mamma-
karzinom-Patientinnen im Stadium M0 (ohne nachweisbare Fernmetastasen) zu detektieren 
und diese zu charakterisieren. Dazu wurde ein neues Patientenkollektiv mit M0 Patientinnen 
aufgebaut. Zum Vergleich wurde sowohl das Knochenmark von Patientinnen mit nachweis-
baren Fernmetastasen (M1) untersucht als auch zur Kontrolle das Knochenmark von 
gesunden Spenderinnen (healthy donor: HD). In dieser Arbeit wurde ein Antikörper gegen 
das auf der Zellmembran befindliche EpCAM verwendet, um Zellen epithelialen Ursprungs 
zu detektieren. So konnten die Analyse des Genoms und Transkriptoms der gleichen Zelle 
und damit eine weitergehende Charakterisierung der DCC erfolgen. Zusätzlich wurden auch 
Lymphknoten zur Verfügung gestellt, die ebenfalls aufgearbeitet und auf DCC untersucht 
wurden. 
4.2.1  Aufarbeitung der Knochenmarkaspirate  
Insgesamt wurden 96 Knochenmarkproben von M0 Patientinnen, sieben von M1 Patientinnen 
und 21 von gesunden Spenderinnen zur Verfügung gestellt. Der Großteil der Proben kam 
aus den Kliniken München und Regensburg (Abbildung 29). Elf Proben (8,9 %) wurden nicht 
aufgearbeitet, weil sie bereits bei der Ankunft geronnen waren. Insgesamt konnten 
113 Knochenmarkaspirate, davon 87 von M0 Mammakarzinom-Patientinnen, sieben von 
M1 Patientinnen und 19 Knochenmarkaspirate von gesunden Spenderinnen untersucht 
werden (Abbildung 29). Das abgenommene Volumen des Aspirates variierte dabei zwischen 
2 und 34 ml, der Median betrug 10 ml (Tabelle 37). Eine Ausnahme bildete eine M1 Patientin 
mit manifesten Knochenmetastasen (MC-947). Von dieser Patientin konnte eine solide 
Metastase vom rechten Hüftkopf entnommen werden, die zu Beginn der Aufarbeitung mit der 
Medimaschine zerkleinert wurde. Die weitere Aufarbeitung entsprach der im Methodenteil 
beschriebenen Knochenmark-Aufarbeitung (Kapitel 3.1.1).  
 
64 Ergebnisse 
Tabelle 36: Herkunft und Aufarbeitung der eingegangenen Knochenmarkaspirate 
Klinikum Art Eingang [%] Verwertbare Proben [%] 
München - Frauenheilkunde M0 + M1 42 33,9 38 33,6 
Regensburg - Frauenheilkunde M0 35 28,2 31 27,4 
Augsburg - Med. Klinik II M0 20 16,1 19 16,8 
Regensburg - Chirurgie HD + M1 11 8,9 10 8,9 
München - Chirurgie HD 11 8,9 10 8,9 
Darmstadt - Med. Klinik V M0 + M1 5 4,0 5 4,4 
Summe  124 100,0 113 100,0 
Die Aufarbeitung von über 50 % der M0 und fast aller HD Proben erfolgte innerhalb von zwölf 
Stunden nach der Punktion. Diese Proben kamen aus Regensburg oder wurden per Kurier 
nach Regensburg gebracht. Dagegen wurde der Großteil (85,7 %) der M1 Proben 12-24 h 
nach der Operation aufbereitet (Tabelle 37). Dies lag daran, dass diese Proben meist aus 
dem Klinikum Darmstadt kamen und deshalb über Nacht transportiert wurden.  
Es wird empfohlen, die Punktion des Knochenmarks am rechten und linken Beckenkamm 
durchzuführen (Fehm et al., 2006). Diese bilaterale Abnahme erfolgte bei 52,9 % der 
M0 Patientinnen, während bei einem Teil der Patientinnen Knochenmark nur von einer Seite 
entnommen wurde. Meist war in diesen Fällen die Abnahme auf der anderen Beckenseite 
erfolglos oder es sprachen medizinische Gründe gegen die beidseitige Punktion. Bei 47,4 % 
der gesunden Spender stand nur Knochenmark von einer Seite zur Verfügung, was auf die 
Art der Gewinnung zurückzuführen ist. Bei der Hüftoperation wurde diesen Patientinnen 
Knochenmark von der Seite abgenommen, auf der das neue Hüftgelenk eingesetzt wurde. 
Geschah dies einseitig, wurde nur von einer Seite Knochenmark gewonnen. Der hohe Anteil 
an Fällen mit unbekanntem Punktionsort ist meist auf operationstechnische Gründe der 
Hygiene zurückzuführen. Meist wurde vor der Operation punktiert und das Knochenmark aus 
dem Operationssaal gereicht. Unter diesen sterilen Umständen bestand für die Operateure 
oft nicht die Möglichkeit den Punktionsort zu notieren. Dies war wiederum von Klinikum zu 
Klinikum unterschiedlich und abhängig von der jeweiligen Operation. Beidseitig gewonnenes 
Knochenmark wurde vor der Aufarbeitung gemischt.  
War ein Befund über den Nachweis von CK+ Zellen erwünscht, wurden die eingegangenen 
Knochenmarkaspirate bei ausreichender Zellzahl nach dem ersten Waschschritt geteilt. 
Diese Proben wurden mit Hilfe von verschiedenen Gradienten aufgearbeitet (Abbildung 16). 
Knochenmarkproben von gesunden Spenderinnen waren allein für die Forschung bestimmt, 
deswegen konnten diese Proben abhängig von der Zellzahl immunomagnetisch sortiert 
werden (Tabelle 38) aufgeführt. Der Großteil der Proben wurde mit dem Dichtegradient 
Percoll 65 aufgearbeitet (M0: 51,7 %, M1: 85,7 % und HD: 94,7 %). 
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Tabelle 37: Kennzahlen während der Knochenmarkaufarbeitung und Anzahl der mit dem EpCAM-
Antikörper gefärbten Proben: Zeitintervall zwischen Punktion und Screening sowie Punktionsort der 
Knochenmarkaspirate, Volumen, Anteil der Erythrozyten an der Gesamtzellzahl und Anteil der Zellen, die nach 
der MACS zurückgewonnen wurden von 87 M0, sieben M1 und 19 HD Knochenmarkproben: n: absolute Anzahl 
an Proben; MACS: immunomagnetische Zellseparation; MW: arithmetisches Mittel; SD: Standardabweichung 
  
  
M0 [n] M0 [%] M1 [n] M1 [%] HD [n] HD [%] 
Zeitintervall 0-12 h 44 50,6 1 14,3 18 94,7 
 
12-24 h 37 42,5 6 85,7 1 5,3 
 
> 24 h 6 6,9 0 0 0 0 
     
  
  
Punktion Beckenkamm rechts 5 5,8 1 14,3 5 26,3 
 
links 1 1,1 1 14,3 4 21,1 
 
beidseitig 46 52,9 0 0 3 15,8 
  
unbekannt 35 40,2 5 71,4 7 36,8 
        
  
   
  
M0 M1 HD 
Volumen KM [ml] MW 11,3 10,1 14,2 
 SD 6,6 6,3 5,0 
 Median 10,0 10,5 13,0 
 Bereich 2,0–34,0 2,0-17,5 7,5–22,0 
 
       
Anteil Erythrozyten [%] MW 37,3 29,2 40,6 
 SD 19,6 28,2 20,2 
 Median 35,0 40,0 39,9 
 Bereich 0–89,0 0–63,0 5,3–88,3 
        
Anteil MACS [%] MW 10,8 5,3 15,5 
 SD 13,7 7,1 24,5 
  Median 5,0 2,4 4,5 
 Bereich 0–61,0 0–18,0 0–86,7 
     
Screening Anzahl [ x106] MW 1,8 0,8 1,7 
 SD 0,7 1,0 0,6 
  Median 2,0 0,2 2,0 
 Bereich 0,01–3,9 0,01–2,0 0,2–2,3 
Für die weiteren Auswertungen wurden die Gradienten aufgrund der teilweise geringen 
Fallzahlen nach ihrer Dichte zusammengefasst. Ficoll und Percoll 60 haben eine Dichte von 
1,077 g/cm3, die Dichte von Percoll 65 und Percoll 70 ist größer (1,083 g/cm3 bzw. 
1,089 g/cm3). Wenn die anschließende Gesamtzahl an mononukleären Zellen (MNZ) 
mindestens 107 betrug, wurde die immunomagnetische Zellseparation (MACS) durchgeführt. 
Es wurden insgesamt 76 von 113 Knochenmarkproben (67 %) immunomagenetisch separiert 
(Tabelle 38). Nach dem Dichtegradienten variierte die Menge an MNZ zwischen 104 Zellen 
und 3,6 x 108 Zellen. Der Anteil der Erythrozyten an der Gesamtzahl an Zellen (Leukozyten 
und Erythrozyten) betrug 37,3 % bei den M0 Proben. Der Anteil an Zellen, der nach der 
MACS erhalten wurde, war im Median 5,0 % der Eingangszellzahl (Tabelle 37). Wenn 
möglich wurden nach dem Gradienten bzw. nach der MACS 2 x 106 Zellen mit dem 
Antikörper HEA125 gefärbt und unter dem Mikroskop nach EpCAM+ Zellen untersucht. Der 
Median der gefärbten Zellen aller Knochenmarkproben betrug 2 x 106 Zellen (Bereich 












Abbildung 16: Überblick über die verschiedenen Aufarbeitungswege der eingegangenen 
Knochenmarkaspirate: Abhängig davon, ob ein CK-Befund erwünscht oder die komplette Probe für die 
Forschung bestimmt war, wurde das Knochenmark geteilt und aufgearbeitet. Bis zu 2 x 106 mononukleäre Zellen 
(MNZ) wurden nach der Aufarbeitung mit einem EpCAM-Antikörper gefärbt. DGZ: Dichtegradienten-
Zentrifugation, MACS: immunomagnetische Zellseparation, MNZ: mononukleäre Zellen, CK: Zytokeratin, KM: 
Knochenmark 
M1 Zellen (0,2 x 106 Zellen) im Vergleich zu den M0- und HD Zellen (2,0 x 106) kleiner war 
(Tabelle 37). Dies lag daran, dass im Knochenmark einer M1 Patientin aus Erfahrung immer 
eine hohe Anzahl an EpCAM+ Zellen gefunden wurde und dadurch eine kleinere Zellzahl für 
die Färbung ausreichte. Deshalb wurden diese seltenen Proben, die für mehrere Projekte 
wichtig waren, meist aufgeteilt.  
Tabelle 38: Aufarbeitung der Knochenmarkproben: Die Knochenmarkproben (87 M0, sieben M1 und 19 HD) 
wurden mit Hilfe verschiedener Gradienten aufgearbeitet, die aufgrund ihrer Dichte zusammengefasst wurden. In 
einigen Fällen wurde zusätzlich die MACS durchgeführt. n: absolute Anzahl an Proben; ρ: Dichte  
    
M0 [n] M0 [%] M1 [n] M1 [%] HD [n] HD [%] 
Aufteilung KM nein 51 58,6 5 71,4 5 26,3 
ja 36 41,4 2 28,6 14 73,7 
    
Gradient ρ = 1,077 g/cm3 28 32,2 1 14,3 1 5,3 
 
ρ > 1,077 g/cm3 59 67,8 6 85,7 18 94,7 
 
    
MACS nein 34 39,1 2 28,6 1 5,3 
  ja 53 60,9 5 71,4 18 94,7 
        
    
    
Gradient  [n] [%] 
    
ρ ≥ 1,077 g/cm3 37 32 
    
ρ ≥ 1,077 g/cm3 + MACS 76 68 
    
Σ 113 100 
    
Knochenmarkaspirat 
FORSCHUNG 
DGZ (Percoll 65) 
evtl. Rest 
Bestimmung der Zellzahl  











Zellzahl ≥107  







4.2.2 Detektion von EpCAM+ Zellen in Knochenmark 
Bis Anfang 2009 wurden die Knochenmarkproben mit dem EpCAM-Antikörper 3B10 in 
Kombination mit Cy3 gefärbt (Gesamtanteil 10,6 %). Es handelte sich dabei um zwölf 
M0 Proben aus Augsburg. Es wurde dann HEA125 (Gesamtanteil 89,4 %) verwendet, da der 
bisherige Antikörper nicht mehr verfügbar war. Dieser EpCAM-Antikörper ist direkt mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff PE konjugiert, ein sekundärer Antikörper daher nicht nötig. Der Wechsel 
ermöglichte außerdem die Durchführung der MACS. Mit dem Antikörper 3B10 waren 16,7 % 
der untersuchten Knochenmarkproben EpCAM+. Dagegen besaß der Antikörper HEA125 
eine Detektionsrate von 62,7 %. Der Unterschied in der Detektion ist wahrscheinlich auf die 
unterschiedliche Aufarbeitung der Knochenmarkproben zurückzuführen, da zu Beginn dieser 
Arbeit verschiedene Gradienten verwendet wurden. Weil der Anteil der mit dem Antikörper 
3B10 gefärbten Proben gering war und nur vier EpCAM+ Zellen von zwei Patientinnen isoliert 
werden konnten, wurden die Ergebnisse beider Antikörper für alle weiteren Auswertungen 
zusammengefasst.  
In 56,3 % der M0 Knochenmarkproben konnten EpCAM+ Zellen gefunden werden. Wie 
erwartet, war bei den M1 Patientinnen die Detektionsrate höher, alle untersuchten 
Knochenmarkproben waren positiv. Die Detektionsrate bei gesunden Spendern betrug 
52,6 %, nur knapp 4 % unter dem M0-Wert. Hierbei unterschieden sich die Ergebnisse der M0 
und M1 Patientinnen signifikant (p=0,039, Fisher’s exakt). Der Vergleich M0 gegen HD war 
dagegen nicht signifikant (χ2(1)=0,1; p=0,769). Wenn möglich, wurden mindestens fünf 
positive Zellen pro Patientin isoliert (Tabelle 39). M0, M1 und HD Knochenmarkproben 
unterschieden sich nicht nur in der Detektionsrate EpCAM+ Zellen, sondern auch in deren 
Färbeintensität (Abbildung 17). Die EpCAM+ Zellen von gesunden Spendern waren im 
Vergleich zu M0 Zellen nur sehr schwach gefärbt. Dagegen waren EpCAM+ Zellen von 
M1 Patientinnen stärker gefärbt als M0 Zellen. Der unter dem Mikroskop deutlich erkennbare 
Unterschied in der Färbeintensität ist auf den Fotografien jedoch nur schwer zu erkennen.  
Tabelle 39: EpCAM-positive Zellen im Knochenmark: EpCAM-Positivität der 87 M0, sieben M1 und 
19 HD Proben; n: absolute Anzahl an EpCAM+ Proben der jeweiligen Gruppe 
EpCAM 
  
M0 M1 HD 
Positivität [%] 56,3 100,0 52,6 
 
n 49 7 10 
     
isolierte Zellen pro Patientin [n] MW 5,0 7,7 3,1 
 
SD 2,9 2,8 1,6 
  Median 5,0 8,0 3,0 
















Abbildung 17: EpCAM+ Zellen in M0, M1 und HD-Knochenmarkproben: Färbung von Patientenknochenmark 
mit dem EpCAM-Antikörper HEA125. Die EpCAM+ Zellen sind mit einem blauen Pfeil markiert. A-C: 
EpCAM+ Zelle einer M0 Patientin: Cy3, Überlagerung Cy3 + Hellfeld, Hellfeld; D-F: EpCAM
+
 Zelle einer 
M1 Patientin: Cy3, Überlagerung Cy3 + Hellfeld, Hellfeld; G-I: EpCAM
+
 Zelle einer gesunden Spenderin: Cy3, 
Überlagerung Cy3 + Hellfeld, Hellfeld; 20-fache Vergrößerung, Skala 50 µm 
Der Anteil an EpCAM+ M0 Patientinnen nahm mit Zunahme der Aufarbeitungszeit ab (Tabelle 
40). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (χ2(2)=3,8; p=0,148). Dagegen war die 
Detektionsrate bei Patientinnen mit oder ohne durchgeführter MACS signifikant verschieden 
(χ2(1)=4,6; p=0,032). Jedoch wurden in beiden Gruppen verschiedene Gradienten bei der 
Aufarbeitung verwendet, wodurch die Detektionsraten nicht direkt zu vergleichen waren.  
Als nächstes wurde die Anzahl an EpCAM+ Zellen pro 1 Million untersuchter Zellen 
verglichen, um zu sehen, ob sich hier die Knochenmarkaspirate von Patientinnen von den 
HD Proben unterschieden. Dazu wurden nur EpCAM+ Knochenmarkproben berücksichtigt. 
 
Tabelle 40: EpCAM Positivität abhängig von der Aufarbeitungszeit (Zeitintervall) und der Dichte der 
Gradienten; n: Anzahl EpCAM+ Patientinnen; N: Gesamtzahl der in dieser Gruppe aufgearbeiteten Patientinnen; 
ρ: Dichte 
EpCAM-Positivität M0 [n/N] M0 [%] M1 [n/N] M1 [%] HD [n/N] HD [%] 
EpCAM+ 
 
49 / 87 56,3 7 / 7 100,0 10 / 19 52,6 





Zeitintervall: EpCAM+ 0-12 h 29 / 44 65,9 1 / 1 100,0 9 / 18 50,0 
 
12-24 h 18 / 37 48,7 6 / 6 100,0 1 / 1 100,0 
 




    
Gradient        ρ ≥ 1,077 g/cm3 24 / 34 70,6     
                       ρ ≥ 1,077 g/cm3 + MACS 25 / 53 47,2     
A B C 
D E F 
G H I 
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Es wurden nicht nur die isolierten Zellen gezählt, sondern auch die weniger stark gefärbten 
addiert, die vergleichbar mit den schwach positiven Zellen in einem HD-Knochenmark waren 
(Abbildung 18). Da diese Gesamtanzahl EpCAM+ Zellen nicht von Beginn an bestimmt 
wurde, konnten die Werte nur für einen Teil der Proben aufgetragen werden. In einigen 
Fällen standen nach der Knochenmarkaufarbeitung weniger als 2 Millionen Zellen zur 
Verfügung. Daraus resultierten Werte für die Gesamtanzahl EpCAM+ Zellen pro 1 Million 
untersuchter Zellen zwischen null und eins. Der Vergleich der Anzahl an EpCAM+ Zellen 
zwischen M0 und M1 Patientinnen war signifikant (p=0,014) verschieden, ebenso zwischen 
M0 Patientinnen und gesunden Spendern (p=0,0497, Wilcoxon-Mann-Whitney). Dies lässt 
vermuten, dass, auch wenn sich M0 und HD Proben nicht in der Detektionsrate 
EpCAM+ Zellen unterschieden, dennoch ein Unterschied in der Anzahl detektierter 
EpCAM+ Zellen bestand. 
 
Abbildung 18: Vergleich der Anzahl an EpCAM+ Zellen in 106 untersuchten Zellen: Es wurden nur die 
Ergebnisse der EpCAM+ Knochenmarkaspirate berücksichtigt, wenn die Gesamtzahl der EpCAM+ Zellen bekannt 
war. Die y-Achse wurde dreimal geschnitten und besteht somit aus drei verschiedene Skalen, um die 





4.2.3 Korrelation der EpCAM-Färbeergebnisse mit den klinischen Daten 
Anschließend sollte der Zusammenhang zwischen der Detektion von EpCAM+ Zellen und 
den klinischen Daten der Patientinnen untersucht werden (Tabelle 41). Mit Hilfe der 
klinischen Daten wurden die Patientinnen in verschiedene Subtypen und UICC Stadien 
eingeteilt (Tabelle 43). Es konnte festgestellt werden, dass die Häufigkeit des Auftretens der 
 
Tabelle 41: Klinische Daten und histopathologische Charakteristika der bearbeiteten Patientenproben: 
PT=Primärtumor  
                         Knochenmark 
  
Lymphknoten 
    
M0 [n] M0 [%] M1 [n] M1 [%] M0 [n] M0 [%] 
Geschlecht weiblich 87 100,0 7 100,0 10 100,0 
männlich 0 0 0 0 0 0 
    
Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 31-40 Jahre 14 16,1 0 0 3 30,0 
41-50 Jahre 24 27,6 4 57,1 6 60,0 
51-60 Jahre 19 21,8 1 14,3 0 0 
61-70 Jahre 17 19,5 0 0 0 0 
>70 Jahre 13 14,9 2 28,6 1 10,0 
    
Lokalisation Mammakarzinom rechts 47 54,0 1 14,3 5 50,0 
links 36 41,4 4 57,1 5 50,0 
beidseitig1 4 4,6 1 14,3 0 0 
nicht bekannt 0 0 1 14,3 0 0 
    
Entnahme bei Primäroperation 65 74,7 1 14,3 9 90,0 
Repunktion2 19 21,8 0 0 1 10,0 
Rezidiv (lokoregionär) 1 1,1 0 0 0 0 
Rezidiv (kontralateral) 2 2,3 0 0 0 0 
Fernmetastasierung 0 0 6 85,7 0 0 
    
Ausdehnung PT3 pT1 40 46,0 2 28,6 2 20,0 
pT2 34 39,1 3 42,9 6 60,0 
pT3 6 6,9 1 14,3 2 20,0 
pT4 2 2,3 0 0 0 0 
nicht bekannt 5 5,7 1 14,3 0 0 
    
Nodalstatus N0 62 71,3 2 28,6 8 80,0 
N1 18 20,7 1 14,3 2 20,0 
N2 4 4,6 1 14,3 0 0 
N3 2 2,3 2 28,6 0 0 
nicht bekannt 1 1,1 1 14,3 0 0 
    
Differenzierungsgrad G1 5 5,7 1 14,3 0 0 
G2 51 58,6 2 28,6 7 70,0 
G3 29 33,3 3 42,9 3 30,0 
nicht bekannt 2 2,3 1 14,3 0 0 
    
Resektionsrand R0 83 95,4 3 42,9 10 100,0 
R1 3 3,4 2 28,6 0 0 
nicht bekannt 1 1,1 2 28,6 0 0 
    
Histologie DCIS 4 4,6 0 0 0 0 
invasiv duktal 66 75,9 3 42,9 9 90,0 
invasiv lobulär 7 8,0 1 14,3 1 10,0 
Mischform 5 5,7 1 14,3 0 0 
sonstige4 5 5,7 0 0 0 0 
nicht bekannt 0 0 2 28,6 0 0 
    
Hormonrezeptorstatus PT negativ 19 21,8 1 14,3 5 50,0 
positiv 68 78,2 6 85,7 5 50,0 
    
HER2-Rezeptorstatus PT negativ 74 85,1 7 100,0 8 80,0 
positiv 11 12,6 0 0 2 20,0 
  nicht bekannt 2 2,3 0 0 0 0 
1
 Daten des Rezidivs bzw. weiter fortgeschrittenen Tumors sind gelistet 
2
 von 15 Patientinnen wurden zwei Knochenmarkproben zu verschiedenen Zeitpunkten zur Verfügung gestellt 
3
 21 Patientinnen erhielten vor dem Staging eine neoadjuvante Chemotherapie 
4
 invasiv tubulär, invasiv muzinös, invasiv metaplastisch, invasives Adenokarzinom 
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einzelnen Subtypen in dem untersuchten Kollektiv annähernd den, in der Literatur 
beschriebenen, Werten entsprach (Tabelle 3). Bei fünf Patientinnen trat der Tumor auf beiden 
Seiten auf. Davon stimmten in drei Fällen die klinischen Daten beider Tumoren überein. Bei 
zwei Patientinnen waren die Tumorcharakteristika verschieden. Für die Patientenübersicht 
wurde der weiter fortgeschrittene Tumor gewertet. Von den klinischen Auswertungen wurden 
diese Patientinnen jedoch ausgeschlossen.  
Das Alter der Patientinnen bei der Primäroperation reichte von 31 bis zu 88 Jahren. Durch-
schnittlich wurden die Patientinnen mit 56,6 Jahren operiert (σ=13,4). Die gesunden 
Spenderinnen waren mit durchschnittlich 64,7 Jahre (σ=16,8, Bereich 19-82 Jahre) ungefähr 
acht Jahre älter. Es stellte sich zuerst die Frage, ob das Alter der Patientinnen zwischen den 
EpCAM+ und EpCAM- Patientinnen verschieden war. Bezüglich des Alters konnte jedoch kein 
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Tabelle 43). 
Anschließend wurde das Alter der Patientinnen innerhalb der Mammakarzinom Subtypen 
betrachtet (Abbildung 19). Für diese und alle weiteren Auswertungen wurde die nicht 
invasive Form DCIS als eigene Gruppe mit den Subtypen der invasiven Form des 
Mammakarzinoms verglichen. Es wurden alle M0 und M1 Patientinnen eingeschlossen, von 
denen der Zeitpunkt der Primäroperation bekannt war. Die Subtypen unterschieden sich 
hinsichtlich des Alters signifikant voneinander (p=0,014, Kruskal-Wallis). Das Alter der 
Patientinnen bei der DCIS-Erstdiagnose war signifikant verschieden von Luminal A Tumoren 
(p=0,012), Patientinnen mit Triple negativen-Tumoren waren ebenfalls signifikant jünger bei 
der Erstdiagnose als Patientinnen mit Luminal A Tumoren (p=0,014, Wilcoxon-Mann-
Whitney). 
Des Weiteren sollte die EpCAM-Positivität auch zu den unterschiedlichen Punktions-
Zeitpunkten verglichen werden. Die zur Verfügung gestellten Knochenmarkaspirate der 
M0 Patientinnen wurden größtenteils bei der Primäroperation entnommen (n=65). In 19 
Fällen wurden die Proben bei einer Repunktion abgenommen, die zu einem späteren 
Zeitpunkt, z.B. bei der Nachsorge stattfand (Tabelle 42). Die Repunktion wurde zwischen 176 
und 544 Tagen nach der Primäroperation durchgeführt (=248,2, σ=105,8). Zum Zeitpunkt 
der Repunktion waren öfter EpCAM+ Zellen detektierbar, Patientinnen mit lokalen Rezidiven 
waren immer EpCAM+. Dies ließ auf eine Zunahme der EpCAM+ Zellen im Verlauf der 
Tumorprogression schließen. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (χ2(2)=2,3; 
p=0,312). Ebenso wurden die EpCAM-Detektionsraten für die Mammakarzinom-Subtypen 
berechnet (Tabelle 42). Im Knochenmark von DCIS-Patientinnen konnten in 75 %, bei Triple 
negativen Patientinnen jedoch nur in 45,5 % EpCAM+ Zellen gefunden werden. Der 
Unterschied zwischen diesen beiden Subtypen war nicht signifikant (p=0,569). 
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Abbildung 19: Alter zum Zeitpunkt der Primäroperation der Subtypen: Für diese Auswertung wurden alle M0 
und M1 Patientinnen eingeschlossen, von denen der Zeitpunkt der Primäroperation bekannt war. Horizontal 
aufgetragen ist das Alter der Patientinnen von 63 Luminal A, sechs Luminal B, 16 Triple negativen, zwei HER2+ 
und fünf DCIS Tumoren.  
Abschließend wurde das EpCAM-Färbeergebnis mit ausgewählten klinischen Parametern 
verglichen (Tabelle 43). Hierfür wurden nur M0 Patientinnen berücksichtigt, denen entweder 
bei der Primäroperation Knochenmark entnommen wurde oder die zu einem späteren 
Zeitpunkt punktiert wurden. Patientinnen mit beidseitigen Tumoren, kontralateralen Rezidiven 
oder anderen Begleiterkrankungen wurden ausgeschlossen. Es bestand ein signifikanter 
Unterschied zwischen den UICC Stadien und der EpCAM-Positivität (p=0,031, Fisher’s exakt 
Tabelle 42: EpCAM+ Zellen zu verschiedenen OP-Zeitpunkten und innerhalb der Mammakarzinom-
Subtypen; berücksichtigt wurden nur aufgearbeitete Knochenmarkproben von M0 Patientinnen; gepaarte Proben 
zum Zeitpunkt der Primäroperation und eine Repunktion resultieren in unterschiedlichen Patientenzahlen; 
N: Gesamtzahl der in dieser Gruppe aufgearbeiteten Patientinnen 
EpCAM-Positivität M0 [n/N] M0 [%] 
EpCAM+ 
 
49 / 87 56,3 
    OP-Zeitpunkt: EpCAM+ Primäroperation 37 / 65 56,9 
 
Repunktion 12 / 19 63,2 
  lokales Rezidiv 3 / 3 100,0 
    
    
EpCAM+ 
 41 / 72 56,9 
    
Subtypen: EpCAM+ Luminal A 29 / 50 58,0 
 Luminal B 3 / 5 60,0 
 
Triple negativ 5 / 11 45,5 
 HER2+ 1 / 2  50,0 
     
 DCIS 3 / 4 75,0 
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test), wobei für die UICC Einteilung die fünf Übergruppen verwendet wurden, um höhere 
Fallzahlen in den einzelnen Gruppen zu erhalten. Zwischen dem Stadium II und dem 
Stadium III war ein deutlicher Anstieg der EpCAM-Positivität zu erkennen (von 25,8 % auf 
61,3 %). Dieses Ergebnis erhärtet die Vermutung, dass die EpCAM-Positivität mit der 
Tumorprogression ansteigt. 
 
Tabelle 43: Korrelation klinischer Daten der M0 Patientinnen mit dem EpCAM-Färbeergebnis: Statistische 





Patienten [%] Patienten [%] Patienten [%] p-Wert 
  
  72 100,0 41 56,9 31 43,1   
Alter bei Primäroperation ≤40 Jahre 11 15,3 9 81,8 2 18,2 0,234 
41-50 Jahre 18 25,0 10 55,6 8 44,4 
51-60 Jahre 16 22,2 7 43,8 9 56,3 
61-70 Jahre 15 20,8 10 66,7 5 33,3 
>70 Jahre 12 16,7 5 41,7 7 58,3 
      
Ausdehnung PT T1 34 47,2 20 58,8 14 41,2 0,131 
T2 27 37,5 12 44,4 15 55,6 
T3+T4 7 11,1 6 85,7 1 14,3 
      
Nodalstatus N0 51 70,8 30 58,8 21 41,2 0,849 
N1 16 22,2 9 56,3 7 43,8 
N2 3 4,2 2 66,7 1 33,3 
N3 1 1,4 0 0 1 100,0 
      
Differenzierungsgrad G1 5 6,9 3 60,0 2 40,0 0,859 
G2 44 61,1 26 59,1 18 40,9 
G3 22 30,6 11 50,0 11 50,0 
      
Hormonrezeptorstatus PT negativ 14 19,4 7 50,0 7 50,0 χ2(1)=0,3; p=0,559 
positiv 58 80,6 34 58,6 24 41,4 
      
HER2-Rezeptorstatus PT negativ 62 86,1 34 54,8 28 45,2 1,000 
positiv 8 11,1 5 62,5 3 37,5 
      
UICC-Stadium UICC  0 3 4,2 3 100,0 0 0 0,031 
UICC Ⅰ 27 37,5 19 70,4 8 29,6 
UICC Ⅱ 32 44,4 13 40,6 19 59,4 
UICC Ⅲ 8 11,1 6 75,0 2 25,0 
      
0,914 
Subtyp Luminal A 50 73,5 29 58,0 21 42,0 
Luminal B 5 7,4 3 60,0 2 40,0 
Triple negativ 11 16,2 5 45,5 6 54,5 
HER2+ 2 2,9 1 50,0 1 50,0 
      
Histologie DCIS 4 5,6 3 75,0 1 25,0 0,898 
invasiv duktal 55 76,4 30 54,5 25 45,5 
invasiv lobulär 6 8,3 4 66,7 2 33,3 
  sonstige 7 9,7 4 57,1 1 14,3   
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4.2.4 Aufarbeitung und Detektion von EpCAM+ Zellen in Lymphknoten 
Insgesamt wurden 15 Sentinel-Lymphknoten (SLN, sentinel lymph node) zur Verfügung 
gestellt, die bei der Primäroperation der Patientinnen entnommen wurden. Fünf 
Lymphknoten konnten nicht aufgearbeitet werden, da sie fälschlicherweise in Formalin 
transportiert wurden und deshalb für eine Molekularanalyse auf Einzelzellebene ungeeignet 
waren. Nicht mit Formalin behandelte Lymphknoten wurden vom Eingangslabor der 
Pathologie des Uniklinikums Regensburg geteilt und eine Hälfte für die Forschung zur 
Verfügung gestellt. Diese Hälfte wurde zerkleinert und homogenisiert (Kapitel 3.1.2). Der 
Lymphknoten einer Patientin (MC-1027LK) wurde ca. 30 sec nach Einlegen in Formalin aus 
der Flüssigkeit entnommen und routinemäßig aufgearbeitet. Dies erfolgte versuchsweise, um 
diese Lymphknoten-Probe nicht zu verlieren. Es konnten 120.000 Zellen nach dem 
Gradienten gefärbt werden. Ein Zusammenhang zwischen dieser vergleichsweise niedrigen 
Zellzahl und dem Kontakt mit Formalin kann nicht ausgeschlossen werden. Insgesamt waren 
zehn Lymphknoten verwendbar und wurden innerhalb von zwölf Stunden bearbeitet. Nach 
der Aufarbeitung waren in der Suspension viele, mit Trypanblau gefärbte, tote Zellen. Dies 
war auf die Aufarbeitung des Lymphknotens in der Medimaschine zurückzuführen. Durch die 
bei der Zerkleinerung und Vereinzelung auftretenden Scherkräfte wurde ein Teil der Zellen 
zerstört. Der Anteil der toten Zellen variierte zwischen 20 % und 95 %. Alle zehn 
Lymphknoten konnten auf EpCAM+ Zellen untersucht werden. Der Median der mit dem 
EpCAM-Antikörper HEA125 gefärbten Zellen betrug 2,0 x 106 Zellen pro Lymphknoten 
(Bereich 0,12 x 106 – 2,0 x 106). In 2/10 untersuchten Lymphknoten (20 %) konnten 
EpCAM+ Zellen nachgewiesen und isoliert werden. Der Median der isolierten Zellen betrug 
4,5 Zellen (Bereich 4-5). Sie wurden analog den Zellen aus dem Knochenmark aufgearbeitet. 
Bei sechs Patientinnen wurde bei der Operation neben dem Lymphknoten auch 
Knochenmark abgenommen. In drei Fällen konnten weder im Lymphknoten noch im 
Knochenmark EpCAM+ Zellen gefunden werden. Bei den restlichen drei Patientinnen waren 
EpCAM+ Zellen im Knochenmark nachweisbar, nicht jedoch im Lymphknoten.   
4.2.5 Gepaarte Knochenmarkproben  
Um den Verlauf der EpCAM+ und CK+ Zellen über die Zeit zu untersuchen, wurden 
Knochenmarkproben derselben Patientin untersucht, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
punktiert worden war. Mit Hilfe dieser gepaarten Proben sollte die Auswirkung der 
stattgefundenen Therapie auf das Vorhandensein von Marker-positiven Zellen analysiert 
werden. Von insgesamt 17 Patientinnen waren gepaarte Knochenmarkproben verfügbar. 
Davon wurde bei acht Patientinnen der Primärtumor bei der ersten Punktion entfernt und die 
zweite Punktion fand nach Abschluss der adjuvanten Therapie statt (Gruppe 1). Die 
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Repunktion fand nach durchschnittlich einem Jahr bei der Nachsorge statt. Bei den zwei 
Patientinnen in dieser Gruppe, die eine neoadjuvante Therapie bekamen, wurde erst nach 
erfolgter Therapie die Primäroperation mit Entfernung des Primärtumors und Abnahme des 
ersten Punktates durchgeführt.  
Dagegen wurden neun Patientinnen im Anschluss an die erste Punktion neoadjuvant 
therapiert und der Primärtumor erst zum Zeitpunkt der zweiten Punktion entfernt (Gruppe 2). 
Bei der ersten Operation wurde lediglich der Wächterlymphknoten entfernt und der Primär-
tumor im Körper belassen. Anschließend erfolgte eine neoadjuvante Chemotherapie und 
  
Tabelle 44: Patientendaten zu den gepaarten Knochenmarkproben; Gruppe 1: Entfernung des Tumors bei 
der Primäroperation; Gruppe 2: Entfernung des Tumors bei der zweiten Punktion; OP Intervall: Abstand zwischen 
beiden Operationen in Tagen; EpCAM-, CK-Befund: Ø=kein Befund verfügbar, ↑= Anstieg der detektierten 
Zellzahl; ↓=Abnahme der detektierten Zellzahl; -= keine Veränderung zwischen beiden Punktionen 
Paar ID Alter bei Diagnose OP-Intervall EpCAM CK Histologie Subtyp Grading 
Gruppe 1-5 58,7 544 - ↓ invasiv papillär Luminal B 2 
Gruppe 1-6 50,6 203 Ø ↓ invasiv duktal Luminal A 3 
Gruppe 1-7 60,5 335 Ø ↓ invasiv duktal Luminal A 3 
Gruppe 1-9 60,6 439 Ø - invasiv duktal Luminal B 2 
Gruppe 1-11 51,9 312 ↓ ↓ invasiv duktal Luminal A 3 
Gruppe 1-12 54,2 209 Ø ↓ invasiv duktal ER/PR-, HER2+ 3 
Gruppe 1-14 63,5 426 ↓ - invasiv duktal Luminal B 3 
Gruppe 1-17 31,0 370 Ø ↓ invasiv duktal Luminal A 2 
Gruppe 2-1 41,5 176 ↑ ↑ invasiv duktal Triple negativ 3 
Gruppe 2-2 36,5 190 ↑ ↓ invasiv duktal Triple negativ 2 
Gruppe 2-4 46,0 193 ↓ Ø Mischform (duktal+lobulär) Luminal A 2 
Gruppe 2-8 55,9 213 - - invasiv duktal Triple negativ 3 
Gruppe 2-10 48,8 182 - Ø invasiv duktal Triple negativ 2 
Gruppe 2-15 38,0 185 ↑ ↑ invasiv duktal Luminal A 2 
Gruppe 2-16 49,1 194 - ↑ invasiv duktal Luminal A 2 
Gruppe 2-19 38,2 179 Ø ↑ invasiv duktal Luminal B 2 
Gruppe 2-20 41,7 183 ↑ Ø invasiv duktal Luminal A 3 
 
Paar ID T N L R Bestrahlung Therapie 
Gruppe 1-5 2 0 0 0 ja adjuvant Chemotherapie + Antiestrogen + Herceptin 
Gruppe 1-6 2 0 0 0 ja neoadjuvant Antiestrogen 
Gruppe 1-7 3 1 1 0 ja adjuvant Chemotherapie + Aromataseinhibitor 
Gruppe 1-9 1 0 
     
Gruppe 1-11 1 0 0 0 ja adjuvant Antiestrogen 
Gruppe 1-12 2 0 
  
nein neoadjuvant Chemotherapie + Herceptin 
Gruppe 1-14 1 0 0 1 
 
adjuvant - 
Gruppe 1-17 1 0 0 0 ja adjuvant Chemotherapie + Antiestrogen 
Gruppe 2-1 2 0 0 0 ja neoadjuvant Chemotherapie 
Gruppe 2-2 2 0 0 0 nein neoadjuvant Chemotherapie 
Gruppe 2-4 1 0 0 0 ja neoadjuvant Chemotherapie 
Gruppe 2-8 2 0 0 0 ja neoadjuvant Chemotherapie 
Gruppe 2-10 2 0 0 0 ja neoadjuvant Chemotherapie 
Gruppe 2-15 2 2 0 0 ja neoadjuvant Chemotherapie 
Gruppe 2-16 1 1 0 0 ja neoadjuvant Chemotherapie 
Gruppe 2-19 1 0 0 0 ja neoadjuvant Chemotherapie + Herceptin 
Gruppe 2-20 4 0 0 0 ja neoadjuvant Chemotherapie 
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nach ca. sechs Monaten wurde der (verkleinerte) Primärtumor entfernt. Der 
Hauptunterschied zwischen beiden Gruppen war somit der Zeitpunkt der Entfernung des 
Primärtumors. In beiden Gruppen handelte es sich um invasive M0 Tumoren. Durchschnittlich 
waren die Patientinnen der Gruppe 1 53,9 Jahre alt (σ=10,3) und die Repunktion fand nach 
354,8 Tagen (σ=116,3) statt (Tabelle 44). Die Patientinnen aus Gruppe 2 waren durch-
schnittlich zehn Jahre jünger (=44,0, σ=6,4) und die Repunktion fand im Durchschnitt 
bereits nach sechs Monaten statt (=188,3 Tage, σ=11,1). 
Wenn möglich, wurden die gepaarten Proben mit dem EpCAM-Antikörper gefärbt. Reichte 
das eingeschickte Patientenmaterial nur für die Routineuntersuchung aus, war dies nicht 
möglich. Deshalb wurde für den folgenden Vergleich auch das CK-Färbeergebnis der 
Routineaufarbeitung zu Hilfe genommen (Abbildung 16). Die Anzahl an EpCAM+ und 
CK+ Zellen in 1 Million gefärbter Zellen wurde für beide Punktionszeitpunkte jeder Patientin 
ermittelt. Die Anzahl an EpCAM+ bzw. CK+ Zellen zum Zeitpunkt der Primäroperation und der 













Abbildung 20: Vergleich der Anzahl an EpCAM+ und CK+ Zellen der gepaarten Proben zum Zeitpunkt der 
Primäroperation und einer späteren Repunktion; Aufgetragen wurde jeweils die Anzahl an EpCAM+ bzw. 
CK+ Zellen in 106 gefärbten Zellen. A: EpCAM+ Zellen Gruppe 1; B: CK+ Zellen Gruppe 1; C: EpCAM+ Zellen 
Gruppe 2; D: CK+ Zellen Gruppe 2; Die y-Achse wurde teilweise geschnitten und bestand somit aus zwei 
verschiedene Skalen, um die unterschiedlichen Zellzahlen graphisch darzustellen. n: Anzahl der gepaarten 




wurde die Änderung der Anzahl an EpCAM+ bzw. CK+ Zellen über die Zeit dargestellt. Bei 
den Patientinnen aus Gruppe 1 nahm die Anzahl an EpCAM+ und CK+ Zellen entweder ab 
oder blieb gleich (Abbildung 20A+B, Tabelle 44). Bei den Patientinnen aus der Gruppe 2 
nahm die Anzahl an EpCAM+ und CK+ Zellen jeweils mit einer Ausnahme (zwei verschiedene 
Patientinnen) immer zu oder blieb gleich (Abbildung 20C+D, Tabelle 44). Dieses Ergebnis 
deutet auf den ersten Blick darauf hin, dass die Anzahl an EpCAM+ bzw. CK+ Zellen nach der 
Therapie und der Entfernung des Primärtumors abgenommen hat, jedoch bei Anwesenheit 
des Primärtumors während der neoadjuvanten Therapie eine Zunahme an EpCAM+ bzw. 
CK+ Zellen stattfand. 
4.3 Isolation, Amplifikation und Qualitätskontrolle von EpCAM+ Einzelzellen 
Um die DCC auch molekularbiologisch zu untersuchen, wurden die detektierten 
EpCAM+ Zellen mit einem Mikromanipulator einzeln isoliert und die cDNA von der gDNA 
getrennt (Kapitel 3.4). Neben 323 EpCAM+ Zellen wurden auch 107 EpCAM- Zellen und 76 
Zellpools mit mehreren 100-1000 Zellen isoliert (Tabelle 45). Von den gepickten 506 
Einzelzellen bzw. Pools wurden 500 aufgearbeitet und einer Qualitätskontrolle unterzogen. 
Da sowohl die EpCAM+ Einzelzellen als auch die restlichen Zellen in vergleichbarer Qualität 
für weitere Analysen benutzt werden sollten, musste die Qualität dieser Zellen überprüft 
werden. Dazu wurden PCR auf jeweils drei spezifische Sequenzen durchgeführt. Nur Zellen, 
die mindestens 2/3 dieser Sequenzen zeigten, wurden für weitere Analysen verwendet 
(Kapitel 3.5). Die Qualität des WTA-Produktes wurde mit Primern für die Transkripte ACTB, 
EEF1A1 und GAPDH überprüft. Zur Qualitätskontrolle des WGA-Produktes wurden die 
langen Fragmente KRT19P1, TP53 und D5S2117 amplifiziert, da die Qualität des WGA-
Produktes mit der Länge der Fragmente korreliert (Abbildung 21). Die isolierten Zellen 
wurden nach ihrer Herkunft (M0, M1, HD) und nach ihrer Art (EpCAM+, EpCAM-, Pool) 
unterteilt. Der Vergleich aller Zellen, die aus Knochenmarkproben isoliert wurden, 
verdeutlichte, dass ein Großteil der WTA- und WGA-Produkte von M0, M1 und HD Zellen 
dreifach positiv, die Qualität somit sehr gut war (Tabelle 46). Dagegen zeigte die Mehrheit der 
WTA-Produkte EpCAM+ Zellen von Lymphknoten 0/3 Marker (Tabelle 47), die WGA-Produkte 
größtenteils 2/3 Marker. 
Tabelle 45: Isolierte Zellen aus Knochenmarkproben und Lymphknoten 
 
M0 KM [n] M1 KM [n] HD KM [n] M0 LK [n] 
EpCAM+ 237 46 31 9 
EpCAM- 76 11 17 3 
Pool 55 8 10 3 














Abbildung 21: Beispiel der Qualitätskontrolle von WTA- und WGA-Produkt: A: Gelbilder für ACTB, EEF1A, 
GAPDH; B: Gelbilder für KRT19P1, D5S2117, TP53; T: EpCAM+ Zelle, N: EpCAM- Zelle, P: Zellpool, PK: Pick-
kontrolle (Puffer des Pickfeldes), WTA-Kontrolle: Negativkontrolle der Transkriptom-Amplifikation, +/-: PCR 
Kontrollen; Größenstandard: 2-Log-DNA-ladder 
Insgesamt wurde sowohl das WTA-Produkt als auch das WGA-Produkt von 423 Einzelzellen 
mit dem beschriebenen Qualitätsassay analysiert. Der Gesamtanteil an Einzelzellen 
(EpCAM+/EpCAM-), von denen weder das WTA- noch das WGA-Produkt für spätere 
Analysen benutzt werden konnte, lag bei 19,9 % (84 Zellen, Abbildung 22). Der Anteil an 
Zellen mit gutem WTA- und WGA-Produkt betrug 44,4 % (188 Zellen). Zusätzlich konnte 
auch noch der Teil, der nur gute WTA-Produktqualität zeigte (21,3 %), für die alleinige 
Analyse des Transkriptoms genutzt werden. Die Anzahl positiver Marker des WTA-Produktes 
korrelierte mit der Anzahl positiver Marker des WGA-Produktes (Korrelationskoeffizient nach 
Spearman: ρ=0,236, p<0,001). Daraus lässt sich schließen, dass wenn die Zelle erfolgreich 
isoliert werden konnte, auch ein Zusammenhang zwischen der Qualität des WTA- und des 
WGA-Produktes bestand.  
Für die Analyse von Transkriptom und Genom der gleichen EpCAM+ Zelle mussten sowohl 
das WTA-Produkt als auch das WGA-Produkt der gleichen Zelle mindestens zweifach positiv 
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sein. Es konnten 148 EpCAM+ Zellen für die gepaarte Analyse von Transkriptom und Genom 
genutzt werden (Tabelle 48).  
Um einen Einfluss der Aufarbeitungszeit auf die späteren Analysen auszuschließen, wurde 
die Qualität der Zellen auch hinsichtlich dieser Kategorie betrachtet. Dazu wurde untersucht, 
ob der Anteil an Einzelzellen mit guter WTA-Produktqualität mit Zunahme der Aufarbeitungs- 
 
Tabelle 46: Ergebnisse der Qualitätskontrolle von WTA- und WGA-Produkten der Knochenmarkzellen: 
Horizontal aufgetragen wurde die Anzahl positiver PCR-Marker (0, 1, 2, 3) für die verschiedenen 
Knochenmarkproben. Angegeben wurde die absolute Anzahl [n] der Zellen für die Untergruppen und der Anteil 
[%] an der Gesamtzellzahl dieser Zellart.  
WTA-Produkt M0 KM M1 KM HD KM 
  0 1 2 3 Σ 0 1 2 3 Σ 0 1 2 3 Σ 
EpCAM+ [n] 44 27 36 130 237 8 7 10 21 46 5 8 7 11 31 
EpCAM+ [%] 18,6 11,4 15,2 54,8 100 17,4 15,2 21,7 45,7 100 16,1 25,8 22,6 35,5 100 
EpCAM- [n] 19 8 13 36 76 2 6 1 2 11 4 1 4 8 17 
EpCAM- [%] 25,0 10,5 17,1 47,4 100 18,2 54,6 9,0 18,2 100 23,5 5,9 23,5 47,1 100 
Pool [n] 2 2 4 45 53 0 0 1 6 7 0 0 1 9 10 
Pool [%] 3,8 3,8 7,6 84,8 100 0 0 14,3 85,7 100 0 0 10,0 90,0 100 
 
               
WGA-Produkt M0 KM   M1 KM HD KM 
  0 1 2 3 Σ 0 1 2 3 Σ 0 1 2 3 Σ 
EpCAM+ [n] 44 41 58 89 232 11 6 11 18 46 14 4 6 7 31 
EpCAM+ [%] 19,0 17,7 25,0 38,3 100 23,9 13,0 23,9 39,2 100 45,1 12,9 19,4 22,6 100 
EpCAM- [n] 17 17 15 25 74 4 3 3 1 11 3 4 2 8 17 
EpCAM- [%] 23,0 23,00 20,3 33,7 100 36,4 27,3 27,3 9,0 100 17,7 23,5 11,8 47,0 100 
Pool [n] 1 1 1 48 51 0 0 2 5 7 0 0 0 10 10 
Pool [%] 2,00 2,00 2,00 94,0 100 0 0 28,6 71,4 100 0 0 0 100,0 100 
 
Tabelle 47: Ergebnisse der Qualitätskontrolle von WTA- und WGA-Produkten der Lymphknotenzellen: 
Horizontal aufgetragen wurde die Anzahl positiver PCR-Marker (0, 1, 2, 3) für die WTA- und WGA-Produkte. 
Angegeben wurde die absolute Anzahl [n] der Zellen für die Untergruppen und der Anteil [%] an der 
Gesamtzellzahl dieser Zellart.  
M0-LK WTA-Produkt M0-LK WGA-Produkt 
  0 1 2 3 Σ 0 1 2 3 Σ 
EpCAM+ [n] 6 1 0 2 9 1 3 5 0 9 
EpCAM+ [%] 66,7 11,1 0 22,2 100 11,1 33,3 55,6 0 100 
EpCAM- [n] 1 0 0 2 3 2 0 0 1 3 
EpCAM- [%] 33,3 0 0 66,7 100 66,7 0 0 33,3 100 
Pool [n] 0 0 1 2 3 0 0 0 3 3 
Pool [%] 0 0 33,3 66,7 100 0 0 0 100,0 100 
 
Tabelle 48: Gesamtzahl an Zellen mit guter Qualität des WTA- und WGA-Produktes: Angegeben ist die 
absolute Anzahl an Zellen mit mindestens zwei positiven Kontroll-PCR Markern von WTA- und WGA-Produkt und 
der Anteil dieser Zellen an der Gesamtmenge. 
 M0 KM [n] M0 KM [%] M1 KM [n]  M1 KM [%]  HD KM [n]  HD KM [%]  M0-LK [n] M0-LK [%] 
EpCAM+ 116 48,9 21 45,7 10 32,3 1 11,1 
EpCAM- 28 36,8 3 27,3 9 52,9 0 0 
Pool 46 83,6 7 87,5 10 100,0 3 100,0 
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Abbildung 22: Einteilung der 423 EpCAM+ und EpCAM- Einzelzellen hinsichtlich ihrer Qualität: Dargestellt 
ist die prozentuale Verteilung der Anzahl an positiven Markern der WTA- und WGA-Produkte. Es wurden alle 
Einzelzellen (EpCAM+/EpCAM-) der Knochenmark- und Lymphknotenproben eingeschlossen, deren Qualität 
kontrolliert wurde. rote Balken: schlechte Qualität des WTA- und WGA-Produktes, orange Balken: schlechte 
Qualität des WTA- oder WGA-Produktes und gute Qualität in der jeweils anderen Art; grüne Balken: gute 
Qualität des WTA- und WGA-Produktes und somit Verwendung für die weitere Aufarbeitung und vergleichende 
Analyse des WTA- und WGA-Produktes; Die Zahlen rechts unten an jedem Balken geben die absolute Anzahl der 
Zellen in der jeweiligen Gruppe an.  
zeit abnahm (Tabelle 49). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der WTA-
Produktqualität und der Aufarbeitungszeit festgestellt werden. Dennoch war eine leichte 
Tendenz zur Abnahme der Qualität ersichtlich. Da bekannt ist, dass sich die RNA-Expression 
über die Zeit verändern kann, wurden Zellen, die erst nach 24 h Knochenmark-
Aufarbeitungszeit isoliert wurden, nicht für die Genexpressionsanalysen verwendet.  
Für die weitere molekulare Charakterisierung der potenziellen EpCAM+ Tumorzellen von M0 
und M1 Patientinnen, sowie der EpCAM
+
 Zellen gesunder Spenderinnen, wurden nur Zellen 
mit erfolgreicher WTA bzw. WTA und WGA verwendet (Abbildung 23). 
Tabelle 49: Vergleich der WTA-Produktqualität hinsichtlich der Aufarbeitungszeit (Zeitintervall); 
eingeschlossen wurden alle Einzelzellen von Knochenmarkproben, für die das Zeitintervall der Aufarbeitung 
bekannt war; N: Gesamtzahl der Zellen in dieser Gruppe  
gute Qualität des WTA-Produktes 
    
Anzahl [n/N] Prozent [%] p-Wert 
Zeitintervall   0-12 h 166/244 68,0 0,838 
 
12-24 h 109/164 66,5   
 











































Abbildung 23: Übersicht der Verwendung der EpCAM+ Einzelzellen für die weitere molekulare Charak-
terisierung 
4.4 Überprüfung der Expression ausgewählter Transkripte 
4.4.1 Etablierung der genspezifischen PCR für ausgewählte Transkripte 
In dieser Arbeit sollten die isolierten Einzelzellen molekularbiologisch untersucht und 
charakterisiert werden. Dazu wurde in einem ersten Schritt die Expression verschiedener 
ausgewählter Transkripte getestet. Die genspezifische PCR für die Marker CK5, CK6a, CK8, 
CK14, CK18, CK19 und CD45 wurde bereits in der Arbeitsgruppe etabliert (Gužvić 
und Braun, unveröffentlicht). Im Folgenden wurde die genspezifische PCR für HER2wt, 
HER2Δ16, PKM1, PKM2, HBB und S100A11 etabliert (Tabelle 18).  
Zuerst wurden für die genannten Transkripte Primer definiert und für jedes Gen eine 
Gradienten-PCR mit der berechneten optimalen Annealing-Temperatur (TA) ±5 °C durch-
geführt (Standardbedingungen, Kapitel 3.6). Der Gradient lag meist zwischen 52 °C und 
64 °C. Bei der optimalen Temperatur sollten klare, gut sichtbare Banden vorhanden, jedoch 
keine unspezifischen Fragmente amplifiziert worden sein (Anhang Abbildung 46). Als 
Positivkontrolle wurden WTA-Produkte von Zellpools und - nach Optimierung der Reaktions-
bedingungen - Einzelzellen aus Transkript-positiven Zelllinien verwendet. Abschließend 
wurde ein Restriktionsverdau mit den passenden Enzymen (Tabelle 24) durchgeführt, der die 
Identität aller Fragmente bestätigen konnte (Abbildung 27). 
Um HER2Δ16, eine Spleißvariante von HER2wt eindeutig zu detektieren, wurden acht 
verschiedene Primer getestet (Abbildung 24). Mit allen genannten Primer-Kombinationen 
konnten die gewünschten Transkripte detektiert und mit dem Restriktionsverdau bestätigt 




Abbildung 24: Sequenzausschnitt HER2 (Exon 15-18): Um neben dem HER2Δ16 Transkript auch HERwt zu 
detektieren, wurden die eingezeichneten acht Primer getestet. Mit Hilfe der blau dargestellten Primer-Kombination 
konnte nur die gespleißte Isoform detektiert werden, ebenso mit der schwarz dargestellten Primer-Kombination. 
Mit den braun und grün eingezeichneten Primerpaaren konnten beide Isoformen detektiert werden. Die Produkte 
unterschieden sich nur in ihrer Größe, da HER2wt zusätzlich Exon 16 einschließt und somit 48 Basenpaare 
länger ist. Für die Untersuchung der Patientenzellen wurde das grün dargestellte Primerpaar verwendet, um 
beide Transkripte anhand der Produktgröße nachzuweisen.  
HER2-Status des Primärtumors ermöglichte, wurde eine Primer-Kombination für die Analyse 
der Patientenzellen verwendet, die beide Spleißvarianten gleichzeitig detektieren konnte. 
Ebenso wurden Primer für die Pyruvatkinase-Isoformen PKM1 und PKM2 definiert. Beide 
Varianten entstehen durch unterschiedliches Spleißen der gemeinsamen PKM-mRNA. Dabei 
schließt die Isoform PKM1 das Exon 10 aus, die Isoform PKM2 das Exon 9. Die beiden 
alternativ gespleißten Exons sind gleich lang (167 bp) und weisen eine starke Homologie 
auf. Es wurden je zwei unterschiedliche forward-Primer für PKM1 und PKM2 und jeweils ein 
reverse-Primer getestet (Abbildung 25). Dabei wurde versucht, innerhalb der Primersequenz 
möglichst große unterschiedliche Regionen einzuschließen. Wegen der gleichen Fragment-
länge war eine genaue Bestimmung mit Hilfe des Restriktionsverdaus nötig. Für beide 
Isoformen wurden beide Primer-Kombinationen getestet und das jeweilige PCR-Produkt 
durch eine Restriktionsanalyse überprüft. Die gewünschten Transkripte wurden selektiv von 
den jeweiligen Primern amplifiziert. Für die Analyse der Patientenzellen wurden die Primer-




  GCCATGGCCATGGGCAGCGTGGAGGCTTCTTATAAGTGTTTAGCAGCAGCTTTGATAGTTCTGACGGAGTCTGGCAGGTCTGCTC PKM1   
C    ACCGCCGTGGGTGCCGTGGAGGCCTCCTTCAAGTGCTGCAGTGGGGCCATAATCGTCCTCACCAAGTCTGGCAGGTCTGCTC   PKM2 
Abbildung 25: Sequenzausschnitt PKM1 und PKM2: Dargestellt wurden die Sequenzunterschiede zwischen 
Exon 9 (türkis, obere Reihe) bei PKM1 und Exon 10 (pink, untere Reihe) bei PKM2 und das 3‘-Ende von Exon 11 
(gelb). Graue Bereiche markieren übereinstimmende Sequenzen von Exon 9 und Exon 10. Jeweils zwei forward-
Primer für PKM1 und PKM2 und jeweils ein reverse-Primer wurden getestet. Für die Analyse der Patientenzellen 












Abbildung 26: Restriktionsverdau der HER2- und PKM-Amplifikate: A: Verdau von HER2wt und HER2Δ16 
mit HpyCH4V (wt: 145 bp–80 bp+65 bp; Δ: 97 bp–64 bp+33 bp) B: Verdau PKM1 (190 bp) mit Tth11 
(170 bp+20 bp); Verdau PKM2 (190 bp) mit Pst1 (144 bp+46 bp); L: DNA-Leiter; V: Verdau; VK: Verdaukontrolle: 







Abbildung 27: Restriktionsverdau von Transkripten ausgewählter Gene: Die eingetragenen Zahlen geben 
die Länge des Fragments in Basenpaaren (bp) an. A: Verdau mit HpyCH4V: Fragmentgrößen: HER2wt (145 bp): 
80 bp+65 bp, HER2∆16 (97 bp): 64 bp+33 bp; B: Verdau mit PsiI: PKM1(131 bp): 78 bp+53 bp; C: Verdau mit 
Pst1: PKM2 (131 bp): 85 bp+46 bp; L: DNA-Leiter; V: Verdau; VK: Verdaukontrolle: Verdaureaktion ohne Enzym; 
-: Negativkontrolle; Größenstandard: low molecular weight DNA ladder (A+B), 2-Log-DNA-ladder (C) 
 
4.4.2 Genspezifische PCR mit epithelialen und ausgewählten Transkripten 
Nach erfolgreicher Etablierung der genspezifischen PCR sollten in diesem Abschnitt die 
potenziellen Tumorzellen mit Hilfe der ausgewählten Transkripte untersucht werden. Dabei 
wurden nur Zellen verwendet, deren WTA-Produkt mindestens zweifach positiv in der 
Qualitätskontrolle war und die aus Knochenmarkproben isoliert wurden, welche innerhalb 
von 24 h aufgearbeitet werden konnten. Bei nicht eindeutigen PCR-Ergebnissen wurde 
zusätzlich der Restriktionsverdau durchgeführt. Insgesamt wurde von 199 EpCAM+ Zellen 
die genspezifische PCR durchgeführt. Der Großteil davon waren 151 EpCAM+ Zellen aus 
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dem Knochenmark von M0 Patientinnen. Außerdem wurden 30 EpCAM+ Zellen von 
M1 Patientinnen und 18 EpCAM+ Zellen von gesunden Spenderinnen untersucht. Zusätzlich 
wurden 32 EpCAM- Zellen sowie 41 Zellpools analysiert.  
Neben dem EpCAM-Transkript wurden weitere epitheliale Marker (CK5, CK6a, CK8, CK14, 
CK18, CK19) untersucht, die zur Charakterisierung beitragen sollten. Um die hämato-
poetischen Zellen abzugrenzen, wurde CD45, ein Marker für hämatopoetische Zellen, 
verwendet. Mit Hilfe von tumor-spezifischen Transkripten wurde versucht, die Tumoridentität 
der EpCAM+ Zellen zu bestätigen. Von der Pyruvatkinase-M existieren zwei Spleißvarianten, 
PKM1 und PKM2, wobei PKM2 eine tumor-spezifische Identität besitzen soll. Es wurden 
beide Transkripte untersucht. Zusätzlich wurden außerdem die tumor-spezifischen 
Transkripte HER2wt und HER2Δ16 untersucht.  
In einem ersten Schritt wurde die Expression der ausgewählten Transkripte in 31 Zellpools 
aus dem Knochenmark von M0 und M1 Patientinnen untersucht und mit zehn Zellpools von 
gesunden Spenderinnen verglichen. Bis auf die basalen Zytokeratine (CK5, CK6a und 
CK14), CK19 und die beiden HER2-Transkripte konnten alle Marker in über 80 % der 
Zellpools detektiert werden (Abbildung 28). Hierbei wird deutlich, dass in einem Pool aus 
mehreren Zellen nahezu alle Marker exprimiert werden.  
Im nächsten Schritt wurden 32 EpCAM- M0 Zellen (Suspensionsfärbung) untersucht und die 
Ergebnisse mit 151 EpCAM+ M0 Zellen verglichen (Abbildung 29). Dabei sollte untersucht 
werden, ob sich die in der Suspensionsfärbung EpCAM- Zellen von EpCAM+ Zellen unter 
anderem anhand ihrer EpCAM-Transkript-Expression unterschieden. Abgesehen von CD45, 
PKM1 und PKM2 waren die ausgewählten Transkripte seltener in den EpCAM- Zellen zu 
  
 
Abbildung 28: Expression von ausgewählten Transkripten in Zellpools: Aufgetragen ist der Anteil [%] der 
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finden. Der Unterschied zwischen der Anwesenheit des EpCAM- bzw. CK8-Transkriptes bei 
EpCAM+ und EpCAM- Zellen war höchst signifikant (p<0,001) bzw. signifikant (p=0,025, 
Fisher’s exakt test). Der signifikante Unterschied zwischen den EpCAM+ und EpCAM-
Einzelzellen hinsichtlich des EpCAM-Transkriptes bestätigte die Spezifität der EpCAM-
Suspensionsfärbung. Ebenfalls war die Anwesenheit von CD45 in den EpCAM- Zellen 
signifikant höher (χ2(1)=6,2; p=0,012) als in den EpCAM+ Zellen. Überraschenderweise war 
das PKM2 Transkript bei den EpCAM- Zellen hoch signifikant öfter (χ2(1)=6,9; p=0,009) 
exprimiert als bei den EpCAM+ Zellen.  
Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob sich die verschiedenen Zellen aufgrund der 
Expression epithelialer Transkripte unterschieden. Dazu wurde die Häufigkeit der 
gefundenen Transkripte in den M0, M1 und HD Zellen verglichen (Abbildung 30). Es konnte 
kein Unterschied zwischen M0 Zellen und HD Zellen festgestellt werden. Von den 
EpCAM+ M0, M1 und HD Zellen zeigten über 60 % das EpCAM-Transkript. CK14 und CK19 
konnten in M0 und HD Zellen nicht detektiert werden. Die M1 Zellen unterschieden sich in 
CK8 hoch signifikant (χ2(1)=11,1; p=0,001) sowie in CK18 und CK19 höchst signifikant 
(χ2(1)=37,2; p<0,001 bzw. p<0,001, Fisher’s exakt test) von den M0 Zellen. Anschließend 
wurden die Zellen nach ihrer Expression einzelner Transkripte zu Phänotypen 
zusammengefasst (Abbildung 31). Diese Einteilung ermöglichte die Unterscheidung von M0 
und HD Zellen mit Hilfe der Anwesenheit von mindestens einem epithelialen Marker 
(χ2(1)=7,3; p=0,007) oder basaler Zytokeratine (p=0,045, Fisher’s exakt test). Da basale 
Zytokeratine bei HD Zellen nicht detektiert werden konnten, wäre eine Unterscheidung 
anhand dieser Zytokeratine möglich. Jedoch war auch die Expression der basalen Zyto-  
  
 
Abbildung 29: Expression von ausgewählten Transkripten in 32 EpCAM- und 151 EpCAM+ M0 Zellen 
(Suspensionsfärbung): Aufgetragen ist der Anteil [%] der positiven Zellen für die angegebenen Transkripte. Zum 
Vergleich wurden neben den EpCAM- Zellen die Werte für die EpCAM+ M0 Zellen aufgetragen (blaue Balken). 
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Abbildung 30: Gesamtübersicht der Expression von epithelialen Transkripten: Aufgetragen ist der Anteil [%] 
der positiven Zellen für die Transkripte EpCAM, CK5, CK6a, CK8, CK14, CK18 und CK19 von 18 HD, 151 M0 und 




Abbildung 31: Gesamtübersicht der epithelialen Transkript Phänotypen: Aufgetragen ist der Anteil [%] der 
positiven Zellen für EpCAM und verschiedene Transkript Phänotypen von 18 HD, 151 M0 und 30 M1 Zellen. Das 
jeweilige Signifikanzniveau des Vergleichs HD gegen M0 und M1 gegen M0 ist darüber angegeben. CK: 
mindestens ein CK-Transkript positiv; bCK: positiv für mindestens ein basales CK-Transkript (CK5, CK6a, CK14); 
dCK: positiv für mindestens ein differenziertes CK-Transkript (CK8, CK18, CK19); Epit: positiv für mind. ein 
epitheliales Transkript (EpCAM oder CK)  
keratine in den Patientenzellen von unter 20 % für eine umfassende Unterscheidung zu 
gering. Bei den M1 Zellen konnte, im Vergleich zu den M0 Zellen, ein hoch signifikant 
(χ2(1)=11,4; p=0,001) höherer Anteil an Zytokeratin-positiven Zellen beobachtet werden. 
Anschließend wurden die Zellen nach ihrer EpCAM- und CK-Positivität in vier Gruppen 
eingeteilt (Tabelle 50). EpCAM+ Zellen gesunder Spender waren, im Vergleich zu Patienten-
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Tabelle 50: Gesamtübersicht der EpCAM/CK-Transkript-Gruppen: Angegeben ist die Anzahl der positiven 
Zellen neben der Gesamtzahl an analysierten Zellen für die verschiedenen EpCAM/CK-Transkript-Gruppen, in 
Klammern ist der dazugehörige Prozentwert angegeben. Das jeweilige Signifikanzniveau des Vergleichs HD 
gegen M0 und M1 gegen M0 wurde berechnet. ns: nicht signifikant 
  
HD M0 M1 p (M0 gegen HD) p (M0 gegen M1) 
EpCAM+/CK+ 3 / 18 (16,7 %) 50 / 151 (33,1 %) 21 / 30 (70 %) ns  <0,001 (χ2(1)=14,3) 
EpCAM-/CK+ 0 / 18  10 / 151 (6,6 %) 1 / 30 (3,3 %) ns  ns 
EpCAM+/CK- 8 / 18 (44,4 %) 70 / 151 (46,4 %) 5 / 30 (16,7 %) ns  0,003 (χ2(1)=9,1) 
EpCAM-/CK- 7 / 18 (38,9 %) 21 / 151 (13,9 %) 3 / 30 (10,0 %) 0,007 (χ2(1)=7,3)  ns 
Dagegen war die Mehrheit der Zellen von M1 Patientinnen in der zweifach positiven Gruppe. 
Trotz dieser vereinzelten Unterschiede, war die Differenzierung von M0 und HD Zellen mit 
Hilfe der epithelialen Marker nicht möglich.  
Daher wurde die Expression von CD45, HER2wt und HER2Δ16 sowie PKM1 und PKM2 
untersucht. Erwartungsgemäß war das CD45-Transkript in den HD Zellen häufiger 
exprimiert, als in den M0 Zellen (p=0,101, Fisher’s exakt test). In M1 Zellen konnte das CD45-
Transkript nicht detektiert werden, wodurch sie sich signifikant (p=0,049) von den M0 Zellen 
abgrenzten. Ebenfalls unterschieden sich M1 Zellen signifikant (p=0,001 bzw. p<0,001) in der 
Expression von HER2wt sowie der Exon 16 gespleißten Variante HER2Δ16 von M0 Zellen. 
Meistens waren beide Isoformen in den Zellen vorhanden. Die Pyruvatkinase-Isoform PKM1 
war sowohl in den HD als auch in den M1 Zellen signifikant weniger (p=0,010 bzw. p=0,002) 
exprimiert im Vergleich zu den M0 Zellen. Bei den M0 Zellen nahm der Anteil Transkript-
positiver Zellen von PKM1 zu PKM2 signifikant ab (χ2(1)=4,1; p=0,043), bei den M1 Zellen 
war dagegen eine signifikante Zunahme (p=0,010) zu beobachten. Mit Hilfe der zusätzlichen 
Marker konnten charakteristische Unterschiede zwischen den M0 und den M1 Zellen 
  
 
Abbildung 32: Expression von ausgewählten Transkripten: Aufgetragen ist der Anteil [%] der positiven Zellen 
für die Transkripte CD45, HER2wt, HER2Δ16, PKM1 und PKM2 von 18 HD, 151 M0 und 30 M1 Zellen. Das 
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Abbildung 33: Expression von ausgewählten Transkripten CD45-negativer und CD45-positiver Zellen: 
Aufgetragen ist der Anteil [%] der positiven Zellen für die angegebenen Transkripte. Die in der Färbung 
EpCAM+ M0 Zellen wurden in zwei Gruppen unterteilt: Die eine Gruppe zeigte kein CD45-Transkript, die andere 
Gruppe exprimierte das CD45-Transkript. Das jeweilige Signifikanzniveau des Vergleichs beider Gruppen ist 
darüber angegeben. 
festgestellt werden. Eine klare Trennung aller HD Zellen von den Patientenzellen war jedoch 
mit einem oder mehreren Transkripten nicht möglich. 
Abschließend sollte untersucht werden, ob CD45-Transkript-positive Zellen die epithelialen 
Marker EpCAM und CK in unterschiedlicher Quantität exprimieren und so eine Abgrenzung 
der CD45+ hämatopoetischen Zellen ermöglichen. Dazu wurden nur M0 Zellen betrachtet und 
nach der Anwesenheit des CD45-Transkripts unterteilt. Die Transkripte CK8 und CK18 waren 
in den CD45+ Zellen signifikant öfter exprimiert (χ2(1)=5,2; p=0,022 bzw. χ2(1)=13,4; p<0,001, 
Abbildung 33). Dies zeigte, dass auch wenn das CD45 Transkript in den M0 Zellen detektiert 
werden konnte, dieses dennoch mit den klassischen Zytokeratinen der Tumordetektion (CK8, 
CK18) assoziiert war.  
 
4.4.3 Korrelation der Transkript-Analysen mit klinischen Daten 
Anschließend wurde ermittelt, ob der HER2-Primärtumorstatus der Patientinnen mit dem 
Ergebnis der genspezifischen PCR korrelierte. Insgesamt wurden 20 Einzelzellen untersucht, 
die von HER2+ Patientinnen stammten. Es konnten weder das HER2wt-Transkript noch das 
16ΔHER2-Transkript in diesen Einzelzellen nachgewiesen werden. Umgekehrt war der 
Primärtumor aller Patientinnen, bei denen das HER2wt-Transkript oder das 16ΔHER2-





















CD45- n=131 CD45+ n=20
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Zudem wurden ausgewählte klinische Daten (Subtyp, Hormonrezeptorstatus, T-Status, 
Differenzierungsgrad, UICC-Stadium) mit den Ergebnissen der genspezifischen PCR 
verglichen. Hierfür wurde insbesondere CK8 und CK18 betrachtet, da dieses zwischen den 
M0 und M1 Zellen signifikant unterschiedlich exprimiert wurde. Es konnte eine Korrelation 
zwischen CK8 und dem Differenzierungsgrad (Grading), sowie dem Hormonrezeptorstatus 
festgestellt werden (Tabelle 51). Zudem wurde PKM2 in den verschiedenen UICC-Stadien 
unterschiedlich exprimiert. 
Tabelle 51: Korrelation von klinischen Daten mit den Ergebnissen der genspezifischen PCR aller 
EpCAM+ M0 Zellen; Das Auftreten verschiedener Transkripte wurde mit folgenden klinischen Charakteristika 
verglichen: Hormonrezeptorstatus des Estrogen- und Progesteronrezeptors, T-Status, Differenzierungsgrad und 
Subtyp. Aufgelistet wurden die p-Werte wenn signifikante Unterschiede bestanden.  
Differenzierungsgrad CK8- CK8+ p 
G1 2 5 0,033 
G2 75 30   
G3 27 7   
  
  
Hormonrezeptorstatus CK8- CK8+ p 
negativ 15 0 0,006 
positiv 93 43   
  
  
UICC-Stadium PKM2- PKM2+ p 
 0 5 4 0,031 
Ⅰ 46 18   
Ⅱ 19 18   
Ⅲ 33 8   
4.5 Untersuchung der genomischen DNA der EpCAM+ Einzelzellen 
Aufgrund der Expression ausgewählter Transkripte war eine Identifizierung von Tumorzellen 
nicht möglich. Daher wurde zur eindeutigen Identifizierung der Krebszellen eine 
vergleichende genomische Hybridisierung (Metaphasen-CGH, mCGH) durchgeführt, um 
chromosomale Aberrationen mit einer Auflösung von mindestens 10 Mbp zu detektieren 
(Kapitel 3.11). Zellen mit chromosomalen Aberrationen wurden als aberrant bezeichnet, 
Zellen ohne chromosomale Aberrationen als balanciert.  
4.5.1 mCGH-Analyse von EpCAM+ Zellen im Knochenmark 
Es wurden EpCAM+ und EpCAM- Einzelzellen von Tumorpatientinnen (M0 und M1) und 
gesunden Spenderinnen (HD) untersucht. Insgesamt 115 Zellen wurden markiert und 
hybridisiert. Durch experimentelle Schwankungen aufgrund der Metaphasenpräparationen 
war die Hybridisierung auf die Metaphasen-Objektträger nicht immer erfolgreich. In unklaren 
Fällen wurde die Hybridisierung wiederholt. Die Einteilung der Chromosomenbereiche und 




Abbildung 34: Übersicht der mCGH Ergebnisse: Aufgetragen ist der Prozentsatz der EpCAM+ Zellen, die 
mCGH Aberrationen zeigten (rot) bzw. ein balanciertes Profil hatten (grün) unterteilt in Zellen von M0 und 
M1 Patientinnen; die Zahlen innerhalb der Balken geben die absoluten Werte an 
ermöglichte die Erstellung der mCGH Profile (Abbildung 35, Kapitel 10.5). Eindeutige 
Ergebnisse konnten von 61 Zellen (53 %) generiert werden. Alle elf untersuchten M1 Zellen 
waren aberrant. Von den 47 M0 Zellen waren 57 % aberrant und 43 % balanciert (Abbildung 
34). Ebenso wurden drei EpCAM- Zellen von M0 und M1 Patientinnen untersucht. Sie zeigten 
keine Aberrationen. Von zwei Zellen (einer balancierten und einer aberranten M0 Zelle) 
konnten aufgrund technischer Probleme nach dem Fotografieren keine vollständigen Profile 
erstellt werden, obwohl die Einordnung in aberrant und balanciert möglich war. Die aberrante 
Zelle konnte daher nicht für die Auswertungen der genomischen Aberrationen verwendet 
werden und wurde auch in der klinischen Auswertung nicht berücksichtigt. Es konnte kein 
Profil einer HD Zelle erstellt werden, da die Hybridisierung dieser Zellen nicht erfolgreich war. 
Bei acht Patientinnen wurden sowohl aberrante als auch balancierte Zellen gefunden 
(MC-741, MC-983, MC-1029, MC-1073, MC-1074, MC-1112, MC-1117, MC-1125). Es han-
delte sich um zwei Patientinnen mit DCIS und sechs mit invasiven Karzinomen (meist 
Luminal A oder Triple negativ).  
Nachdem ein Teil der EpCAM+ Zellen anhand ihrer mCGH-Aberrationen eindeutig als 
Tumorzellen identifiziert wurden, konnten die 25 EpCAM+ DCC aus M0 Patientinnen mit den 
zehn DCC aus Patientinnen mit klinisch manifesten Metastasen (M1) verglichen werden 
(Abbildung 38A+B). Hierbei war deutlich erkennbar, dass die M1 DCC häufiger 
chromosomale Aberrationen zeigten. Besonders häufig fanden sich Amplifikationen auf den 
Chromosomen 4p, 9p, 20 und 21 der M0 DCC. Deletionen dagegen traten auf den Chromo-
somen 1p, 3p, 5, 9q, 17p und 19 der M0 DCC auf. Bei den M1 DCC waren Amplifikationen auf 
den Chromosomen 1q, 4, 7p, 8q, 11, 12, 17, 19, 20 und 22, Deletionen dagegen auf 1p, 3p, 


























somenabschnitte bei M0 und M1 DCC (Fisher’s exact test, Korrektur auf multiples Testen, 
FDR<10 %, Tabelle 54A).  
 
Abbildung 35: Balancierte und aberrante mCGH Profile: A: MC-644-1, balanciert M0; B: MC-689-4, aberrant 
M1; C: MC-1117-4, aberrant M0; D: MC-741-9 EpCAM
-
 Zelle, balanciert, sex mismatch (Deletion des 
Y-Chromosoms und Amplifikation des X Chromosoms); aberrante Chromosomen wurden rot umrahmt 
4.5.1.1 Transkript-Ergebnisse unter Einbeziehung des mCGH-Status 
Da nun bekannt war, bei welchen Zellen es sich um DCC handelte, wurden die Ergebnisse 
der genspezifischen PCR dieser Zellen erneut betrachtet. Zum einen wurde die Transkript-
Expression von aberranten und balancierten EpCAM+ Zellen verglichen (Abbildung 36). Der 
Anteil an EpCAM-Transkript-positiven Zellen war in beiden Gruppen fast gleich hoch (85,0 % 
bzw. 88,5 %). Auch die weiteren Marker waren bis auf CK18 nicht signifikant unterschiedlich 
(p=0,006, Fisher’s exakt test). Daraus lässt sich schließen, dass mit EpCAM sowohl 
aberrante als auch balancierte Zellen detektiert werden. Der Anteil an Transkript-positiven 
Zellen war bei den balancierten Zellen sogar höher. Bemerkenswert war die Tatsache, dass 
11,5 % der CD45-positiven Zellen ein aberrantes mCGH-Profil aufwiesen und damit als 
Tumorzellen betrachtet werden müssen.  
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Abbildung 36: Expression von ausgewählten Transkripten 46 aberranter und balancierter M0 Zellen: Die 
Expression der ausgewählten Transkripte wurde für 20 balancierte und 26 aberrante EpCAM+ M0 Zellen 
dargestellt. Aufgetragen ist der Anteil [%] der positiven Zellen für die angegebenen Transkripte. Der schwarze 
Balken kennzeichnet die signifikant unterschiedliche Gruppe, das Signifikanzniveau ist darüber angegeben 
(Fisher’s exakt test). 
Zum anderen wurde der Vergleich der Expression der untersuchten Transkripte von HD und 
M1 Zellen mit den nun eindeutig klassifizierten M0 Tumorzellen wiederholt (Abbildung 37). Da 
alle der untersuchten M1 Zellen mCGH-Aberrationen aufwiesen, wurden für diese Aus-
wertung auch M1 Zellen verwendet, von denen kein mCGH Profil erstellt wurde. Die bereits 
beschriebene, signifikant erhöhte Expression der Transkripte CK18 und HER2Δ16 der 
M1 Zellen, im Vergleich zu den M0 DCC, konnte bestätigt werden (p<0,001 bzw. p=0,012). 
 
 
Abbildung 37: Gesamtübersicht der Expression von ausgewählten Transkripten unter Einbeziehung der 
mCGH Ergebnisse: Aufgetragen ist der Anteil [%] der positiven Zellen für die Transkripte EpCAM, CK5, CK6a, 
CK8, CK14, CK18, CK19, CD45, HER2wt, HER2Δ16, PKM1 und PKM2 von 18 HD, 26 aberranten M0 und 









































HD n=18 M0 n=26 M1 n=30
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Die Unterschiede bei der Expression von CK8 und CK19 zwischen M0 und M1 Zellen waren 
nicht mehr signifikant (p=0,108 bzw. p=0,055), zeigten jedoch einen deutlichen Trend. 
Zwischen HD Zellen und M0 DCC bestanden hingegen keine signifikanten Unterschiede. 
Somit wird deutlich, dass die ausgewählten Transkripte auch keine Abgrenzung der 
identifizierten Tumorzellen von den hämatopoetischen Zellen erlaubten. 
Mit den gesicherten M0 Tumorzellen wurden auch die in 4.4.3 beobachteten Korrelationen 
klinischer Daten mit den Transkript-Ergebnissen überprüft (Tabelle 52). Die Korrelationen von 
CK8 mit dem Differenzierungsgrad und dem Hormonrezeptorstatus konnten nicht bestätigt 
werden, ebenso wenig die Korrelation von PKM2 mit dem UICC-Stadium. Es konnte jedoch 
eine Korrelation von CK8 mit dem UICC-Stadium festgestellt werden. Allerdings 
beschränken die niedrigen Fallzahlen bei dieser Auswertung die Aussagekraft der 
Assoziationen. 
Abschließend wurde untersucht, ob sich die DCC, die CK-Transkripte (CK5, CK6a, CK8, 
CK14, CK18, CK19) in den genspezifischen PCR exprimierten, von den DCC unterschieden, 
die keine CK-Transkripte aufwiesen. Dazu wurden die DCC aufgrund ihrer CK-Transkript-
Positivität aufgeteilt und die mCGH-Aberrationen von CK-Transkript-positiven DCC gegen 
CK-Transkript-negative DCC im Histoplot aufgetragen (Anhang Abbildung 48). Statistisch 
waren keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen feststellbar (jeweils n=13, Daten 
nicht gezeigt). Dies lässt folgern, dass sich EpCAM+ DCC, die zusätzlich CK-Transkripte 
exprimierten, in ihren genomischen Aberrationen nicht von CK-Transkript-negativen Zellen 
unterschieden. 
Tabelle 52: Überprüfung der Korrelation klinischer Daten mit den Ergebnissen der genspezifischen PCR 
der gesicherten M0 DCC 
UICC-Stadium CK8- CK8+ p 
 0 0 2 0,024 
Ⅰ 10 2   
Ⅱ 5 4   
Ⅲ 0 2   
  
  
Differenzierungsgrad CK8- CK8+ p 
G1 2 2 0,848 
G2 11 6  
G3 3 1  
 
   
Hormonrezeptorstatus CK8- CK8+ p 
negativ 2 0 0,508 
positiv 14 10  
 
    
UICC-Stadium PKM2- PKM2+ p 
 0 1 1 0,680 
Ⅰ 7 5  
Ⅱ 4 5  
Ⅲ 2 0  
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4.5.2 Vergleich EpCAM+ und CK+ disseminierter Krebszellen 
Für einen Vergleich von EpCAM+ und CK+ DCC wurden Zellen aus einem bestehenden 
Kollektiv herangezogen (Schmidt-Kittler et al., 2003). Diese Zellen wurden mit einem 
Antikörper gegen CK8 oder mit einem Antikörper gegen CK8/CK18/CK19 detektiert. 
Verwendet wurden die mCGH-Daten von 42 CK+ M0 DCC und 58 CK+ M1 DCC von 
insgesamt 50 Mammakarzinom-Patientinnen. Da manche Zellen aus dem Vergleichskollektiv 
zusammen mit einer männlichen Referenz hybridisiert wurden (sex mismatch), konnten die 
Daten für Chromosom X nicht verwendet werden.  
Eine Voraussetzung für die Gegenüberstellung der beiden Kollektive war, dass die Anzahl an 
Zellen pro Patientin in beiden Kollektiven vergleichbar war, um zu verhindern, dass 
individuelle Aberrationen einer Patientin mit mehreren Zellen im Kollektiv überrepräsentiert 
waren. Die Anzahl an Zellen pro Patientin war hinsichtlich arithmetischem Mittel und Median 
für die jeweiligen Untergruppen (M0 und M1) vergleichbar (Tabelle 53). 







Zellen pro Patient 
(MW) 
Zellen pro Patient 
(Median) 
EpCAM+ DCC M0 19 25 1,3 1,0 
CK+ DCC M0 27 42 1,6 1,0 
EpCAM+ DCC M1 4 10 2,5 2,5 
CK+ DCC M1 23 58 2,5 3,0 
Zunächst wurden die mCGH-Aberrationen aller CK+ DCC betrachtet. Besonders häufig 
fanden sich Amplifikationen auf den Chromosomen 1q, 3, 5, 7 und 12 der M0 Zellen. Dele-
tionen dagegen traten auf den Chromosomen 4, 6, 8p, 11, 13p, 16q, 17 und 22 der M0 Zellen 
auf. Bei den M1 Zellen waren Amplifikationen auf den Chromosomen 1q, 5p, 8q, 16p, 17q 
und 20, Deletionen dagegen auf 3p, 6q, 8p, 9, 10, 11q, 13, 14q, 16q, 17p, 18, 19p und 22 
häufig (Abbildung 38C+D). Insgesamt 15 Chromosomen-Abschnitte unterschieden sich 
signifikant zwischen M0 und M1 Zellen (Fisher’s exact test, Korrektur auf multiples Testen, 
FDR<10 %, Tabelle 54B). Es zeigte sich, dass sich das Aberrationsmuster zwischen M0 und 
M1 Patientinnen sowohl bei EpCAM+ als auch bei CK+ DCC unterschied.   
Beim Vergleich der EpCAM+ M0 DCC mit den CK+ M0 DCC war nur die Amplifikation auf dem 
q-Arm des Chromosoms 1 der CK Zellen signifikant unterschiedlich (adjp=0,083). Der 
Vergleich der EpCAM+ M1 DCC gegen die CK+ M1 DCC zeigte signifikante Unterschiede auf 






















Abbildung 38: Histoplot der mCGH Aberrationen aller M0 und M1 DCC, dargestellt als Amplifikationen (grün) 
und Deletionen (rot) über den jeweiligen Chromosomen (horizontal) als prozentualer Anteil (vertikal) der 
jeweiligen Gruppe; A: 25 EpCAM+ M0 Zellen; B: zehn EpCAM
+
 M1 Zellen; C: 42 CK
+
 M0 Zellen; 
D: 58 CK+ M1 Zellen; Die Signifikanzniveaus der Vergleiche M0 gegen M1 (A gegen B, C gegen D) wurden jeweils 













Als nächstes wurde untersucht, ob die Gesamtzahl an Aberrationen von EpCAM+ und 
CK+ DCC verschieden war. Der Vergleich von 25 EpCAM+ M0 DCC mit zehn 
EpCAM+ M1 DCC zeigte, dass der Median für die Amplifikationen, Deletionen und 
Aberrationen der M1 DCC mindestens doppelt so hoch war, wie für die M0 DCC (Abbildung 
39A). Die Amplifikationen waren zwischen beiden Gruppen signifikant verschieden (p=0,012, 
Wilcoxon-Mann-Whitney), die Deletionen unterschieden sich nicht signifikant (p=0,091).  
Der Vergleich von 42 CK+ M0 DCC mit 58 CK+ M1 DCC zeigte, dass auch hier die Median-
werte der M1 DCC für alle drei Parameter mindestens doppelt so groß waren, wie für die 
M0 DCC (Abbildung 39B). Die Zellen unterschieden sich in ihrer Anzahl an Amplifikationen 
und Deletionen höchst signifikant (p<0,001, Wilcoxon-Mann-Whitney). 
Tabelle 54: Auflistung der adjp-Werte beim Vergleich von EpCAM+ oder CK+ M0 und M1 DCC; A: Vergleich 
der Aberrationen von EpCAM+ M0 und M1 DCC; B: Vergleich der Aberrationen von CK+ M0 und M1 DCC; 
C: Vergleich der Aberrationen von EpCAM+ und CK+ M0 DCC; D: Vergleich der Aberrationen von EpCAM+ und 
CK+ M1 DCC; die Werte wurden nach der FDR sortiert. Bei größeren Chromosomenabschnitten wurde das 
arithmetische Mittel des adjp angegeben. (FDR auf multiples Testen adjustiert, Fisher‘s exact test) 
A 
   
 
B 













1p13q41 0,015 * 8q 0,001 *** 
13q 0,015 * 20 (ohne 20q11.1) 0,009 ** 
18q 0,021 * 14q21q32 0,017 * 
20p13q11.2 0,026 * 1q21 0,019 * 
7p21q11.2 0,038 * 13q13q34 0,023 * 
8q22q24.3 0,040 * 17q22q25 0,028 * 
8p23p22 0,046 * 9 (ohne 9p12) 0,036 * 
10q25 0,046 * 18q21q23 0,041 * 
14q24q32 0,047 * 6q24 0,042 * 
11q13q25 (ohne 11q23) 0,053 (*) 12p13 0,045 * 
11p15p11.2 0,060 (*) 10q24q26 0,047 * 
12p11.2q22 0,062 (*) 3p23p21 (ohne 3p22) 0,057 (*) 
22q11.1q12 0,063 (*) 6q13q16 0,079 (*) 
19q12q13.4 (ohne 13.2) 0,073 (*) 16q22q24 (ohne q23) 0,085 (*) 
4p14q13 0,080 (*) 18p11.1 0,085 (*) 
2q22q24 0,080 (*) 


















1q23q31 0,083 (*) 
 
1p13 0,065 (*) 























Abbildung 39: Vergleich von EpCAM+ und CK+ M0 und M1 DCC hinsichtlich ihrer chromosomalen 
Aberrationen, aufgeteilt in Amplifikationen (Amp), Deletionen (Del) und Aberrationen (Abb); 
A: 25 EpCAM+ M0 DCC gegen zehn EpCAM+ M1 DCC; B: 42 CK+ M0 DCC gegen 58 CK+ M1 DCC; 
C: 25 EpCAM+ M0 DCC gegen 42 CK+ M0 DCC; D: zehn EpCAM+ M1 DCC gegen 58 CK+ M1 DCC; Eingetragen 





EpCAM+ M0 DCC unterschieden sich von CK+ M0 DCC in einer durchschnittlich höheren 
Anzahl an Aberrationen (Abbildung 39C), jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant. 
Beim Vergleich der EpCAM+ M1 DCC mit den CK+ M1 DCC wurde deutlich, dass 
EpCAM+ Zellen öfter Chromosomengewinne als -verluste zeigten. CK+ DCC dagegen wiesen 
öfter Deletionen als Amplifikationen auf. Der Median für die EpCAM+ Zellen war für alle drei 
Parameter größer, signifikant war der Unterschied zwischen den Amplifikationen beider 
Gruppen (p=0,021, Wilcoxon-Mann-Whitney, Abbildung 39D).  
 
Tabelle 55: Korrelation von Aufarbeitungscharakteristika und klinischen Daten mit dem mCGH-Status der 
Patientinnen: Aufgetragen wurde die Gesamtzahl an Patientinnen der jeweiligen Gruppe und der Anteil [%] an 
der Gesamtgruppe sowie die p-Werte (Fisher’s exact test). PT=Primärtumor  
    
 
  




Patienten [%] Patienten [%] Patienten [%] p-Wert 
  
  27 100 19 70,4 8 29,6   
Zeitintervall 0-12 h 13 48,2 10 76,9 3 23,1 0,438 
 
12-24 h 13 48,2 9 69,2 4 30,8 
 
>24 h 1 3,7 0 0 1 100,0 
         
Histologie DCIS 2 7,4 2 100,0 0 0 0,414 
 
invasiv duktal 19 70,4 14 73,7 5 26,3 
 
invasiv lobulär 4 14,8 2 50,0 2 50,0 
 
sonstige 2 7,4 1 50,0 1 50,0 
         
Differenzierungsgrad G1 3 11,1 3 100,0 0 0 0,658 
 
G2 19 70,4 12 63,2 7 36,8 
 
G3 4 14,8 3 75,0 1 25,0 
         
Ausdehnung PT T1 13 48,2 10 76,9 3 23,1 0,167 
 
T2 10 37 7 70,0 3 30,0 
 
T3 2 7,4 0 0 2 100,0 
         
Nodalstatus N0 19 70,4 14 73,7 5 26,3 0,817 
 
N1 6 22,2 4 66,7 2 33,3 
 
N2 2 7,4 1 50,0 1 50,0 
         
Hormonrezeptorstatus PT negativ 3 11,1 2 66,7 1 33,3 1,000 
 
positiv 24 88,9 17 70,8 7 29,2 
         
HER2-Rezeptorstatus PT negativ 24 88,9 17 70,8 7 29,2 0,320 
 
positiv 1 3,7 0 0 1 100,0 
         
Subtyp Luminal A 21 84,0 15 71,4 6 28,6 0,489 
 
Luminal B 1 4,0 0 0 1 100,0 
 
Triple negativ 3 12,0 2 66,7 1 33,3 
         
UICC-Stadium 
      UICC  0  2 7,4 2 100,0 0 0 0,209 
 
UICC Ⅰ 12 44,4 9 75,0 3 25,0 
 
 
UICC Ⅱ 9 33,3 7 77,8 2 22,2 
 
 
UICC Ⅲ 4 14,8 1 25,0 3 75,0 
 
 
            
Neoadjuvante Therapie nein 20 74,1 14 70,0 6 30,0 1,000 
  ja 5 18,5 3 60,0 2 40,0   
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Anschließend wurden die mCGH-Ergebnisse der einzelnen M0 Patientinnen mit den 
klinischen Daten verglichen. Dazu wurde eine Patientin als aberrant gewertet, wenn 
mindestens eine der untersuchten Zellen ein aberrantes Profil aufwies. Es bestand kein 
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen (Tabelle 55).  
Abschließend wurden die genomischen Aberrationen der untersuchten EpCAM+ DCC auf 
ihre Ähnlichkeit untersucht. Das hierarchische Clusterverfahren ermöglichte eine Trennung 
der zehn M1 und 25 M0 DCC anhand der 50 Aberrationen mit der höchsten Varianz 
(Abbildung 40). Die Auftrennung in zwei Bäume lieferte zwei Cluster: Zellen des ersten 
Clusters zeigten häufiger Deletionen und Amplifikationen als Zellen des zweiten Clusters. Bei 
8/15 Zellen (53 %) des ersten Clusters handelte es sich um M1 Zellen. Dagegen waren im 
zweiten Cluster nur zwei M1 Zellen vertreten (10 %), die von der gleichen Patientin stammten 
(MC-1122). Um mögliche Unterschiede zwischen den M1 Patientinnen darzustellen, wurden 
sowohl die Metastasierungsorte als auch die genomischen Aberrationen dieser Patientinnen 
näher betrachtet (Tabelle 56). Es zeigte sich, dass bei der Patientin, deren Zellen im zweiten 
Cluster zu finden waren, keine Knochenmetastasen vorlagen. Dagegen war der Knochen bei 
den restlichen M1 Patientinnen an der Metastasierung beteiligt. Beim Vergleich der Anzahl 
der chromosomalen Aberrationen dieser Patientin konnten keine Unterschiede zu den 
anderen M1 Patientinnen festgestellt werden.  
Wurden von einer Patientin mehrere Zellen für die Clusteranalyse benutzt, fielen sie in 7/9 
Fällen (77,8 %) in das gleiche Cluster. Dies könnte bedeuten, dass die Knochen-
metastasierung einen entscheidenden Schritt in der Tumorprogression darstellt, der es 
ermöglicht, den Genotyp der Zellen zu charakterisieren.  
Tabelle 56: Metastasierung und genomische Aberrationen der M1 Patientinnen 
Patientin Metastasierungsorte Amplifikationen Deletionen 
MC-689 Knochen, Haut 1p, 2p, 3, 4p, 5p, 6p, 7p, 8q, 10p, 11, 12p, 14q, 17q, 19, 20, 21, 22, X  
1p, 2, 3, 5, 6q, 7q, 8p, 9, 10q, 11q, 13q, 15q, 
16, 17p, 18, X 
MC-773 Knochen, Leber, Lunge, Gehirn 1q, 4p, 6p, 8p, 11p, 12q, 16p, 17, 20q 2q, 3p, 5q, 6q, 9p, 10q, 11q, 13, 14q, 18q, 19q 
MC-947 Knochen, * 2p, 6p, 7p, 8q, 9, 11, 12q, 14q, 16p, 17, 19p, 20, 21q, 22q 3p, 8p, 9p, 10p, 13q 
MC-1122 Leber, Haut, Weichteile 1p, 2, 3p, 4, 5, 6, 7p, 8, 9p, 10, 11, 12p, 13q, 16, 18, 20p, Xp 
1p, 2p, 3p, 6p, 7, 9q, 10q, 12p, 14q, 15q, 17, 
19, 21q, 22q 






Abbildung 40: Hierarchische-Clusteranalyse der mCGH-Aberrationen aller aberranten EpCAM+ DCC. Die 
zehn M1 und 25 M0 DCC ließen sich nach den 50 Aberrationen (links aufgetragen) mit der höchsten Varianz in der 
ersten Hierarchieebene des Clusterverfahrens in zwei Gruppen einteilen. Dadurch ergaben sich neun 
zusammenhängende Regionen (auf den Chromosomen 9, 11, 13, 17, 18, 19) und zwölf einzelne Chromosomen-
Loci, nach denen die Gruppierung erfolgte. Diese sind links durch schwarze Balken bei den 50 Aberrationen mit 
der höchsten Varianz gekennzeichnet. Die klinischen Daten zu den einzelnen Zellen sind in der unteren Tabelle 
ersichtlich. Im Falle nicht verfügbarer Patientendaten wurden die Felder grau gestreift. Mehrere Zellen einer 
Patientin wurden am unteren Rand der Tabelle mit einem gleichfarbigen Balken gekennzeichnet.   
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4.5.3 mCGH Ergebnisse von EpCAM+ Zellen in Lymphknoten 
Von den isolierten EpCAM+ Zellen aus den Lymphknoten schnitten die meisten Zellen 
schlecht im Qualitätsassay ab. Daher konnte nur eine Zelle hybridisiert werden. Das 
aberrante Profil dieser Zelle (Abbildung 41) zeigte typische Mammakarzinom-Aberrationen 
(Amplifikation auf 1q, 8q, 16p, 20; Deletion auf 17p). 
 
Abbildung 41: mCGH Profil einer EpCAM+ Zelle aus dem Lymphknoten einer M0 Mammakarzinom-Patientin 
(MC-1131-4 LK) 
4.6 Untersuchung der Genexpression der EpCAM+ Einzelzellen 
Nachdem mit Hilfe der mCGH die aberranten Zellen eindeutig als DCC identifiziert worden 
waren, wurde die Genexpression dieser Zellen überprüft. Es sollte näher untersucht werden, 
ob sich die DCC mit und ohne CK-Transkript unterscheiden, bzw. ob ein Unterschied 
zwischen M0 und M1 DCC besteht. Insgesamt wurden die WTA-Produkte von 34 Zellen 
markiert. Sie stammten aus Knochenmarkproben, welche innerhalb von 24 h aufgearbeitet 
wurden. Fünf Zellen konnten nicht erfolgreich markiert oder hybridisiert werden, daher 
wurden insgesamt 21 M0 DCC und acht M1 DCC auf Agilent whole human genome Arrays 
(4x44k) hybridisiert und ausgewertet.  
Zuerst wurde untersucht, ob sich CK-Transkript-positive DCC von CK-Transkript-nega-
tiven DCC unterscheiden. Dazu wurden jeweils beide Transkript-Gruppen innerhalb der M0 
und M1 Patientinnen verglichen. Diese Analyse zeigte keine signifikant unterschiedlich 
exprimierten Gene und lässt den Schluss zu, dass sich EpCAM+ DCC, die zusätzlich CK-
Transkripte exprimieren, in ihrem Transkriptom nicht von CK-Transkript-negativen Zellen 
unterscheiden (Daten nicht gezeigt).  
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Anschließend wurde untersucht, ob ein Unterschied in der Genexpression zwischen DCC 
des primären und fortgeschrittenen Mammakarzinoms bestand. Dazu wurde die 
Genexpression von M0 und M1 DCC verglichen. Hierbei zeigte sich, dass M0 und M1 DCC 
zwei verschiedene Gruppen darstellen (Abbildung 42). In den M0 DCC wurden 29 
hochregulierte Gene im Vergleich zu den M1 DCC detektiert, bei den M1 Zellen waren 19 
Gene im Vergleich zu den M0 DCC höher exprimiert.  
Um einen Einfluss der Aufarbeitungszeit auf die Genexpression auszuschließen, wurde die 
Auswertung unter Einbeziehung der Aufarbeitungszeit der jeweiligen Proben wiederholt. Der 
Vergleich von Proben, die innerhalb von 12 h aufgearbeitet wurden, und Proben, die 
zwischen 12 und 24 h aufgearbeitet und untersucht werden konnten, zeigte keine 
Unterschiede in den gefundenen untersuchten Genen. 
Zur Validierung der gefundenen Ergebnisse wurden die Gene S100A11 (hochreguliert in M1) 
und HBB (Hämoglobin Beta, hochreguliert in M0) ausgewählt und Primer definiert. Für den 
Vergleich der Ergebnisse der genspezifischen PCR mit den Genexpressionsergebnissen von 
S100A11 und HBB wurde das WTA-Produkt der gleichen Zellen verwendet, die auf dem 
Array hybridisiert wurden (Abbildung 43). Der Korrelationskoeffizient nach Pearson betrug für 
S100A11 0,61 und für HBB 0,82. Da sich auf dem Array insgesamt elf gleiche Sequenzen 
von HBB befanden, deren Ergebnisse übereinstimmten, wurde für HBB die mittlere 
Korrelation berechnet. Die Tatsache, dass mehrere Oligonukleotide auf dem Array sehr 
ähnliche Ergebnisse lieferten, deutet auf eine sehr gute Reproduzierbarkeit der 
Hybridisierung von Einzelzellen hin. 
Zusätzlich zu den Zellen, die sich auf dem Array befanden, wurden weitere zehn aberrante 
M0 DCC und drei aberrante M1 DCC mit den Primern für S100A11 und HBB untersucht. Alle 
M1 DCC waren positiv für S100A11 und negativ für HBB. Von den M0 Zellen waren 8/10 
(80 %) positiv für HBB und ebenfalls 8/10 negativ für S100A11. Sowohl die Validierung als 
auch die zusätzliche Untersuchung von zehn weiteren Zellen, bestätigen die Gen-
expressionsergebnisse. Mit Hilfe von S100A11 und HBB war eine Unterscheidung von M0 
und M1 DCC mit hoher Wahrscheinlichkeit möglich. 
Ein weiteres Gen, das in M1 Zellen hochreguliert war, ist TNFSF11 (tumor necrosis factor 
(ligand) superfamily, member 11), auch bekannt als receptor activator of nuclear factor 
kappa-B ligand (RANKL). Vor allem vier Zellen in der M1-Gruppe wiesen eine sehr hohe 
RANKL-Expression auf (Abbildung 42). Diese vier Zellen stammen von der gleichen 
M1 Patientin (MC-947), die Knochenmetastasen nach der Mammakarzinom-Diagnose 























Abbildung 42: Heatmap der Genexpressionsergebnisse aus dem Vergleich von 21 aberranten M0 und acht 
M1 DCC; Horizontal sind die einzelnen DCC aufgetragen: M0 DCC links und M1 DCC rechts. Die Liste der 
differentiell exprimierten Gene ist vertikal aufgetragen. Differentiell hochregulierte Gene sind mit gelb 
gekennzeichnet, differentiell niederregulierte Gene mit blau. Die Skala rechts kodiert die Expressionsstärke.  
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Abbildung 43: Validierung der Genexpressionsergebnisse mit der genspezifischen PCR: Mit Hilfe von 
Primern für S100A11 und HBB wurde das WTA-Produkt der Zellen auf dem Array untersucht und die Ergebnisse 
der PCR mit dem Array verglichen. A: Ausschnitt aus der Heatmap der ausgewählten Gene (Abbildung 42); 
B: Die PCR-Ergebnisse für S100A11 und HBB der gleichen Zellen auf dem Array. C: Gelbilder der PCR für einen 
Teil der Zellen des Arrays 
Abschließend wurde untersucht, ob sich die Expressionsdaten der untersuchten 
EpCAM+ DCC aufgrund ihrer Ähnlichkeit separieren lassen. Das Ward-Clustering der 
Genexpressionsdaten aller 29 hybridisierten EpCAM+ DCC ermöglichte die Gruppierung in 
drei Cluster (Abbildung 44). Der vertikale Abstand jedes Clusters zum nächst höheren 
Knotenpunkt gibt die Verwandtschaft zwischen den Gruppen an. Je größer dieser Abstand 
ist, umso mehr unterscheiden sich die Gruppen. Demnach unterschied sich das Cluster A am 
meisten von den beiden anderen Clustern. M1 Zellen gruppierten sich dabei mit Ausnahme 
zweier Zellen in das Cluster C (86 %). Bei den zwei M1 Zellen handelte es sich erneut um die 
Zellen der Patientin MC-1122, die sich auch bei der hierarchischen Clusteranalyse der 
mCGH-Daten außerhalb des M1-Clusters (Cluster I) befanden (Abbildung 40). Wurden 
mehrere Zellen von einer Patientin untersucht, fanden diese sich in 6/8 Fällen (75 %) im 
gleichen Cluster wieder.  
Um die Clustereinteilung der Expressionsdaten mit der Clustereinteilung der mCGH-Daten 
zu vergleichen, wurde die Einteilung beider Analysen verglichen (Tabelle 57). Hierbei konnte 
festgestellt werden, dass die Zellen des zweiten mCGH-Clusters (ClusterⅡ) sich auf die 
ersten beiden Arme im Dendrogramm der Genexpressionsdaten verteilten (Cluster A und B). 
Im Genexpressionscluster C wurden dagegen nur Zellen des mCGH-Cluster I gefunden – 




























Abbildung 44: Ward-Clustering der Genexpressionsdaten von 29 aberranten EpCAM+ DCC. Die Zellen 
lassen sich mit Hilfe der 100 variabelsten Gene gruppieren. Durch Schneiden des hierarchischen Baums in der 
dritten Hierarchieebene ergeben sich drei Gruppen. Dabei gibt der Abstand der vertikalen Höhe der Gruppe zum 
nächst höheren Knotenpunkt die Verwandtschaft der Gruppen an. M1 DCC gruppierten sich mit Ausnahme zweier 
Zellen der Patientin MC-1122 in das dritte Cluster. Die klinischen Daten zu den einzelnen Zellen sind in der 
Tabelle links ersichtlich. Im Falle nicht verfügbarer Patientendaten wurden die Felder grau gestreift. Mehrere 
Zellen einer Patientin wurden mit einem gleichfarbigen Balken gekennzeichnet. 
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denen Armen des Genexpressionsdendrogrammes nicht gleichmäßig auf die beiden mCGH-
Cluster verteilt waren (p=0,004, Fisher’s exakt test).   
Tabelle 57: Verteilung der DCC im Genexpressionscluster und mCGH-Cluster: Aufgetragen sind 20 M0 DCC 
und sieben M1 DCC, die sowohl im Genexpressionscluster als auch im mCGH-Cluster analysiert wurden. Der 
Großteil der M1 DCC (5/7) befand sich im ersten mCGH-Cluster (Cluster Ⅰ) und im dritten Genexpressionscluster 
















Obwohl die meisten Mammakarzinompatientinnen zum Zeitpunkt der Resektion noch frei von 
Makrometastasen sind, tritt bei ungefähr 20-50 % dieser M0 Patientinnen im weiteren Verlauf 
ein Rezidiv auf (Lu et al., 2009). Das Auffinden von disseminierten Krebszellen (DCC) ist 
dabei mit einer höheren Metastasierungs-Wahrscheinlichkeit und einem schlechteren 
Überleben assoziiert (Riethdorf et al., 2008), was darauf hindeutet, dass sich die Vorläufer-
zellen der entstehenden Metastasen unter diesen Zellen befinden. In dieser Arbeit wurden 
diese DCC im Knochenmark von Mammakarzinom-Patientinnen und gesunden Spender-
innen detektiert und charakterisiert. 
Es konnte zunächst mit einer Doppelfärbung gegen EpCAM und Zytokeratin (CK) gezeigt 
werden, dass CK+ Zellen im Knochenmark von Mammakarzinom-Patientinnen auch EpCAM+ 
sind. Somit konnte der Marker EpCAM zur Detektion von DCC verwendet werden. Allerdings 
wurden bei alleiniger Verwendung eines Antikörpers gegen EpCAM im Knochenmark von 
M0 Patientinnen und gesunden Spenderinnen zu fast gleichen Prozentsätzen positive Zellen 
detektiert, Unterschiede bestanden in der Färbeintensität und der Anzahl gefundener Zellen. 
Nach der Isolierung, Aufarbeitung und Amplifikation von cDNA und gDNA wurden die 
detektierten Zellen eingehender charakterisiert. Die genspezifische PCR zeigte Unterschiede 
in M0, M1 und HD Zellen, jedoch war es nicht möglich EpCAM+ Zellen hämatopoetischen 
Ursprungs mit Hilfe eines Markers oder einer Markerkombination eindeutig zu identifizieren. 
Deshalb wurden Tumorzellen mit Hilfe von genomischen Aberrationen nachgewiesen und 
diese als DCC klassifiziert. Die anschließende Charakterisierung der M0 und M1 DCC 
veranschaulichte die Progression der Krankheit anhand einer erhöhten Anzahl an 
Aberrationen in DCC der M1 Patientinnen. Auch mit Hilfe der Microarray-Analyse der DCC 
konnten differentiell exprimierte Gene in M0 und M1 DCC gefunden werden. 
Nachweis von disseminierten Tumorzellen mit einem Antikörper gegen EpCAM 
Zur Detektion von DCC werden häufig Antikörper gegen epitheliale Zytokeratine (CK) 
verwendet (Schlimok et al., 1987). Da aber in dieser Arbeit auch das Transkriptom der DCC 
untersucht werden sollte, wurde ein Antikörper gegen das epitheliale Zelladhäsionsmolekül 
EpCAM, ein Oberflächenprotein, verwendet. Dadurch wird - im Gegensatz zu Antikörpern, 
die gegen intrazelluläre Proteine gerichtet sind, wie Zytokeratinen - die Detektion von 
intakten, lebenden, nichtpermeabilisierten Zellen ermöglicht. Dies ist eine Voraussetzung für 
die Isolation der mRNA und damit der Isolierung und Analyse von Genom und Transkriptom 
aus der gleichen Zelle. Außerdem wird die Relevanz von EpCAM bei der Detektion von DCC 
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auch dadurch bestätigt, dass EpCAM in einigen Studien als Marker für tumorinitiierende 
Zellen (Tumorstammzellen) beschrieben wurde (Visvader und Lindeman, 2008).  
In dieser Arbeit wurde zunächst in einer EpCAM/CK-Doppelfärbung gezeigt, dass in 43 % 
der untersuchten Mammakarzinom-Proben (n=37) EpCAM+/CK+ Zellen detektiert werden 
konnten, weitere 8 % waren EpCAM+/CK-. Da alle gefundenen CK+ Zellen ebenfalls EpCAM+ 
waren, ist davon auszugehen, dass bei der alleinigen Verwendung eines Antikörpers gegen 
das Antigen EpCAM die relevanten CK+ DCC erfasst werden. Die Koexpression von EpCAM 
und CK wurde bereits in anderen Studien beschrieben (Braun und Pantel, 1999; Pierga et 
al., 2005).  
Im ersten Teil dieser Arbeit wurden zur Detektion von EpCAM+ Zellen 113 Knochenmark-
aspirate von M0 und M1 Mammakarzinom-Patientinnen und gesunden Spenderinnen 
untersucht. Bei 56 % der 87 M0 Patientinnen und bei allen sieben M1 Patientinnen wurden 
EpCAM+ Zellen detektiert. Dies ist vergleichbar mit den in anderen Arbeiten publizierten 
Detektionsraten für EpCAM+ Zellen. In der Doktorarbeit von Claudia Hartmann konnten bei 
88 % aller untersuchten Patientinnen EpCAM+ Zellen detektieren werden, wobei nicht 
zwischen M0 und M1 Patientinnen unterschieden wurde (Hartmann, 2006). Die Gruppe von 
Pierga wies EpCAM+ Zellen bei 84 % der Patientinnen mit metastasierten Tumoren nach 
(Pierga et al., 2005). Die Beobachtung, dass in dieser Arbeit bei allen sieben untersuchten 
M1 Patientinnen EpCAM+ Zellen gefunden wurden, beruht wahrscheinlich auf der Tatsache, 
dass es sich dabei um sehr weit fortgeschrittene Karzinome handelt, bei denen meist schon 
mehrere Fernmetastasen und teilweise Knochenmetastasen aufgetreten sind. 
Jedoch können EpCAM+ Zellen auch im Knochenmark von gesunden Spendern gefunden 
werden (Buhring et al., 1996; Klein et al., 2002b; Lammers et al., 2002; Choesmel et al., 
2004). So konnten Choesmel et al. EpCAM+ Zellen mit einer Häufigkeit von 1,36 x 10-6 im 
Knochenmark von gesunden Spendern detektieren. Die Autoren diskutierten, dass 
wahrscheinlich auch hämatopoetische Zellen des Knochenmarks EpCAM exprimieren 
können (Choesmel et al., 2004), was für immature erythroide Progenitorzellen bereits gezeigt 
werden konnte (Lammers et al., 2002). Wie publiziert, konnten auch in der vorliegenden 
Arbeit bei 53 % der Knochenmarkaspirate von gesunden Spenderinnen (n=19) 
EpCAM+ Zellen gefunden werden. Diese Detektionsrate unterschied sich nicht von der bei 
M0 Patientinnen, jedoch war die Anzahl an EpCAM+ Zellen pro 1 Million untersuchter Zellen 
bei gesunden Spenderinnen signifikant niedriger (p=0,0497). Die HD Zellen schienen 
weniger stark gefärbt zu sein als EpCAM+ Zellen von M0 und M1 Patientinnen. Bis jetzt 
existiert keine Möglichkeit diese „falsch positiven“ Zellen allein aufgrund des Färbe-
ergebnisses auszuschließen. Diese Tatsache erschwert die Suche nach EpCAM+ DCC und 
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konnte auch im Knochenmark von Prostatakarzinom Patienten beobachtet werden (Gužvić 
und Braun, unveröffentlicht). In der Literatur werden EpCAM+ oder CK+ Zellen allerdings 
meist ohne weitere molekularbiologische Analysen als DCC klassifiziert. Dies stellt ein 
Problem auf dem Forschungsgebiet dar, weil ohne weitere Analysen die Identität dieser 
Zellen unklar ist. In dieser Arbeit wurden daher nur EpCAM+ Zellen als DCC bezeichnet und 
für weitere Analysen verwendet, die eindeutig als Tumorzellen klassifiziert werden konnten. 
Dies geschah durch den Nachweis genomischer Veränderungen mit Hilfe der mCGH.  
Insgesamt wurden 423 Einzelzellen isoliert und bei 44 % der Einzelzellen war sowohl die 
Amplifikation des Transkriptoms als auch des Genoms erfolgreich, d.h. diese Zellen waren 
für die vergleichende Analyse von Transkriptom und Genom geeignet. Weitere 21 % konnten 
für die alleinige Analyse des Transkriptoms und 14 % für die Analyse des Genoms verwendet 
werden. Abhängig davon, ob es sich um eine Knochenmark- oder Lymphknotenprobe 
handelte, war bei 10 bzw. 45 % der isolierten Einzelzellen weder eine Amplifikation des 
Genoms, noch des Transkriptoms möglich. Die wahrscheinlichsten Gründe hierfür sind, dass 
die Einzelzelle beim Picken nicht eingesaugt wurde, in der Kapillare verblieb, am Rand des 
Plastikröhrchens festklebte oder es sich um eine tote Zelle handelte. Die Qualität der 
Einzelzellen wurde auch hinsichtlich der Aufarbeitungszeit der Knochenmarkproben 
untersucht. Es konnte ein nicht signifikanter Trend festgestellt werden, dass sich die Qualität 
des WTA-Produkts ab einer Aufarbeitungszeit von 24 h verschlechterte. Für die weiteren 
Transkriptomanalysen wurden diese Zellen daher ausgeschlossen, da nur die optimalsten 
Proben verwendet werden sollten. 
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde gezeigt, dass die Aufarbeitung und Analyse von Genom 
und Transkriptom erfolgreich durchgeführt werden konnte und verlässliche Ergebnisse 
erhalten wurden. 
Charakterisierung der EpCAM+ Zellen mit Hilfe ausgewählter Transkripte 
Im Hinblick auf die nahezu vergleichbaren Detektionsraten für EpCAM+ Zellen bei 
Mammakarzinom-Patientinnen und gesunden Spenderinnen, sollte eine molekulare Analyse 
der isolierten Zellen eine Abgrenzung zwischen DCC und hämatopoetischen Zellen 
ermöglichen. Da die EpCAM+ Einzelzellen nicht mit weiteren Immunofluoreszenz-Antikörpern 
untersucht werden konnten, wurde stattdessen die Expression ausgewählter Transkripte mit 
der genspezifischen PCR überprüft. Mit Hilfe von ausgewählten histogenetisch präferentiell 
exprimierten und tumor-assoziierten Transkripten sollten einerseits die EpCAM+ Zellen von 
M0 und M1 Patientinnen anhand der Expression dieser Gene charakterisiert und andererseits 
die EpCAM+ Zellen aus gesunden Spenderinnen von den EpCAM+ DCC aus dem Patienten-
knochenmark abgegrenzt werden. 
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Histogenetisch präferentiell exprimierte Transkripte 
Zusätzlich zu EpCAM wurden die epithelialen Zytokeratine CK5, CK6a, CK8, CK14, CK18 
und CK19 analysiert. CK8 und CK18 treten am häufigsten in einschichtigen epithelialen 
Zellen auf und werden meist koexprimiert, CK19 tritt häufig in duktalen Epithelien auf. CK5 
und CK14 sind die Keratine der basalen Epithelzellen. CK6 wird von hyperproliferativen 
Epithelzellen exprimiert und wird in der humanen Brustdrüse in drei Isoformen (6a,b,c) 
exprimiert (Moll et al., 2008). CK8, CK18 und CK19 gelten als Marker für differenzierte 
Zellen, CK5, CK6a und CK14 sind Basalzellmarker. Im invasiven duktalen Mammakarzinom 
wurde eine charakteristische Expression von CK8/18, CK19 und CK5 im basal-like Subtyp 
gefunden (Moll et al., 2008; Shao et al., 2012). CK8, CK18 und CK19 werden vom Antikörper 
A45-B/B3 detektiert, der in der Literatur häufig zur Detektion CK+ DCC verwendet wird (Fehm 
et al., 2006). 
Beim Vergleich des Auftretens des EpCAM-Transkriptes bei EpCAM+ und EpCAM-
 Einzelzellen wurde ein hoch signifikanter Unterschied (p<0,001) festgestellt, was die 
Spezifität des Antikörpers belegt. Der Anteil an EpCAM-Transkript-positiven Zellen stieg bei 
den 30 M1 Zellen im Vergleich zu 151 M0 Zellen leicht an (79 % vs. 87 %). Auch bei 
HD Zellen konnte das EpCAM-Transkript in 61 % nachgewiesen werden (n=18). Des 
Weiteren waren CK8, CK18 und CK19 bei den M1 Zellen signifikant häufiger exprimiert als 
bei den M0 Zellen (p≤0,001). Die im vorigen Absatz beschriebene Koexpression von CK8 und 
CK18 konnte auch auf Transkriptomebene in einzelnen Zellen beobachtet werden. 
Interessanterweise konnten neben EpCAM auch Transkripte epithelialer Zytokeratine in den 
analysierten 18 HD Zellen gefunden werden. Basale Zytokeratine (CK5, CK6a, CK14) 
wurden in Zellen von gesunden Spenderinnen nicht detektiert, traten aber in ca. 20 % der 
Patientenzellen auf. Ebenfalls waren HD Zellen signifikant häufiger negativ für EpCAM- und 
alle getesteten CK-Transkripte (p=0,007). Eine eindeutige Unterscheidung zwischen 
EpCAM+ Zellen von Patientinnen und gesunden Spenderinnen war weder mit den 
epithelialen Markern noch mit der Einteilung in Transkript-Phänotypen eindeutig möglich. 
Eine Erklärung hierfür könnte die Expression von Zytokeratin-Transkripten in Zellen des 
Knochenmarks sein, die auch in der vorliegenden Arbeit bei der Analyse von Zellpools und 
EpCAM- Zellen festgestellt werden konnte. Dies wurde bereits für die Transkripte CK7, CK8, 
CK18, CK19 und CK20 im Knochenmark von gesunden Spendern gezeigt (Zippelius et al., 
1997; Dimmler et al., 2001). 
Da die Abgrenzung von hämatopoetischen Zellen von Tumorzellen nicht durch epitheliale 
Transkripte möglich war, wurde versucht, hämatopoetische Zellen mit Hilfe von CD45, einem 
Marker von hämatopoetischen Zellen (Leong, 2002), zu identifizieren. Das CD45 Transkript 
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wurde in 28 % der HD Zellen und in 12 % der M0 Zellen detektiert, nicht aber in isolierten 
EpCAM+ Einzelzellen aus M1 Patientinnen. Da nur ein geringer Teil der HD Zellen CD45 
exprimierte, konnte auch dieses Transkript nicht zu einer eindeutigen Identifizierung von 
DCC beitragen. 
Unter Einbeziehung der mCGH Ergebnisse wurde die Expression der analysierten 
Transkripte, getrennt nach aberranten und balancierten Zellen, betrachtet. Der Anteil an CK-
Transkript-positiven Zellen war bei den balancierten Zellen sogar höher, wobei CK18 
signifikant häufiger von balancierten Zellen exprimiert wurde (p=0,003). Außerdem konnte 
gezeigt werden, dass 12 % der CD45+ Zellen genomische Aberrationen zeigen und somit als 
Tumorzellen betrachtet werden müssen. Dieses überraschende Ergebnis wurde meinem 
Wissen nach bislang noch nicht für epitheliale DCC im Knochenmark beschrieben. Auch 
beim Prostatakarzinom konnten EpCAM+ DCC detektiert werden, die Transkripte für 
hämatopoetische Marker zeigen (Gužvić et al., unveröffentlicht). Dies lässt folgern, dass 
einzelne Marker nicht in der Lage sind die Identität einzelner Zellen eindeutig zu belegen. 
Durch die Vorgehensweise CD45+ Zellen in Blut oder Knochenmark von vorne herein als 
hämatopoetische Zellen zu werten, wie z.B. beim automatisierten Analysesystem 
CellSearch® (Veridex, 2013), könnte somit ein Teil der Tumorzellen unerkannt bleiben. Dafür 
spricht auch die Beobachtung, dass morphologisch nicht eindeutig zuzuordnende „fragliche“ 
hämatopoetische Zellen im Knochenmark von frühen Mammakarzinom-Patientinnen mit 
einem schlechteren Überleben assoziiert sind (Synnestvedt et al., 2013).  
Tumor-assoziierte Transkripte 
Da eine eindeutige Identifizierung mit histogenetisch präferentiell exprimierten Transkripten 
von DCC nicht möglich war, wurde versucht, die eventuelle maligne Identität der 
EpCAM+ Zellen mit Hilfe von tumor-assoziierten Transkripten zu bestätigen. Hierfür wurde 
das Transkript PKM2 ausgewählt. Dabei handelt es sich um die embryonale Pyruvatkinase-
Isoform M2, die in den meisten Tumoren reexprimiert wird (Christofk et al., 2008). Mangelnde 
Sauerstoffversorgung im Tumorgewebe führt unter anderem zur Bildung des Transkriptions-
faktors HIF-1 (Hypoxie-induzierter Faktor), der zahlreiche Gene aktiviert. Darunter auch 
Gene, die für an der Tumorprogression beteiligte Proteine kodieren, wie z.B. PKM2 (Luo et 
al., 2011). Für PKM2 wird eine Rolle bei der Tumorentwicklung diskutiert (David et al., 2010; 
Yang et al., 2012). Um zu sehen, welche PK-Variante in den EpCAM+ Zellen vorliegt, wurde 
die genspezifische PCR für PKM1 (adulte PK) und PKM2 durchgeführt. Die 
zugrundeliegende Annahme war, dass es sich bei PKM2 eventuell um einen Marker handeln 
könnte, der von aberranten Zellen exprimiert wird und der es ermöglicht, diese von 
hämatopoetischen Zellen zu unterscheiden. Allerdings wurde auch PKM2 nicht signifikant 
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häufiger von M0 Zellen (32 %) exprimiert als von HD Zellen (22 %). Auch der Anteil von 
PKM2 bei M0 und M1 Zellen (47 %) war nicht signifikant verschieden. Eine mögliche Ursache 
für die Expression von PKM2 in HD Zellen könnte die äußerst niedrige Sauerstoffversorgung 
der Zellen im Knochenmark sein (Jing et al., 2012), wodurch auch hämatopoetische Zellen 
PKM2 reexprimieren könnten. Der mittlere Sauerstoff-Partialdruck liegt im Knochenmark von 
gesunden Spendern zwischen 48 und 55 mm Hg, die mittlere Sauerstoffsättigung beträgt 
88 % (Skouby, 1976; Harrison et al., 2002). Im Vergleich dazu wurde in peripherem Blut eine 
Sauerstoffsättigung von 99 % gemessen (Harrison et al., 2002). Somit würde PKM2 gerade 
im Knochenmark aufgrund des niedrigen Sauerstoff-Partialdrucks keinen geeigneten 
Tumormarker darstellen. 
Des Weiteren wurde die Expression von HER2wt und HER2Δ16 untersucht. Bei HER2Δ16 
handelt es sich um eine Spleißvariante von HER2wt, deren Expression an der Zellinvasion 
und an der Resistenz gegenüber Trastuzumab beteiligt sein soll (Castiglioni et al., 2006; 
Mitra et al., 2009; Cittelly et al., 2010). Diese Spleißvariante konnte in 9 % der HER2-
positiven Mammakarzinome (n=46) nachgewiesen werden (Castiglioni et al., 2006). Es 
stellte sich daher die Frage, ob auch auf den EpCAM+ Einzelzellen diese Spleißvariante 
detektiert werden kann und, ob ein Zusammenhang mit dem HER2-Status des Primärtumors 
besteht. In dieser Arbeit war der Anteil der HERΔ16 Isoform sowohl bei M0 als auch bei 
M1 Zellen geringfügig höher als der Anteil von HER2wt. Bei M1 Zellen konnten HER2wt und 
HER2Δwt signifikant häufiger als bei M0 Zellen detektiert werden (p≤0,001). Interessanter-
weise konnte in Zellen mit HER2wt Transkript in den meisten Fällen auch die Isoform 
HER2Δ16 gefunden werden, was auch in der Literatur beschrieben wurde (Mitra et al., 
2009). In HD Zellen (n=18) konnte in keinem Fall eines der beiden Transkripte detektiert 
werden, was die Wahl dieses tumor-assoziierten Transkriptes bestätigt. Jedoch wurden in 
den Patientenzellen in höchstens 23 % Transkript-positive Zellen gefunden, was die 
eindeutige Klassifizierung nur für einen Teil der Zellen ermöglicht. Beim Vergleich der 
Ergebnisse beider Isoformen mit dem HER2-Status des Primärtumors wurde keine 
Korrelation festgestellt. Der HER2-Status des Primärtumors war bei allen Zellen (n=15), bei 
denen HER2wt oder HER2Δ16 detektiert werden konnte, negativ. Umgekehrt wurde bei 
HER2+ Primärtumoren keines der beiden Transkripte auf den EpCAM+ Zellen detektiert 
(n=11). Dieser Unterschied zwischen Primärtumor und DCC im Hinblick auf den HER2-
Status konnte erst kürzlich bei einer Studie mit 151 Patientinnen mit disseminierten 
Krebszellen gezeigt werden (Hartkopf et al., 2013). Die Ergebnisse dieser Arbeit sind daher 
ein weiterer Hinweis darauf, dass bei der Therapieentscheidung basierend auf den 
Eigenschaften des Primärtumors möglicherweise wichtige therapeutische Zielstrukturen 
übersehen werden.  
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mit Hilfe des spezifischen 
Transkriptnachweises keine Unterscheidung zwischen Tumorzellen und hämatopoetischen 
EpCAM+ Zellen möglich war. Das lag mitunter auch an der Heterogenität bezüglich der 
Transkriptexpression der untersuchten Einzelzellen. 
Korrelation der EpCAM-Färbeergebnisse mit den Patientendaten 
Die verschiedenen Subtypen des Mammakarzinoms waren in dem Patientenkollektiv dieser 
Studie ungefähr mit der beschriebenen Häufigkeit vertreten (Tabelle 3, Tabelle 43). Es ist 
daher anzunehmen, dass die für diese Arbeit verwendeten Patientenproben ein repräsen-
tatives Kollektiv darstellen.  
Nachweis von EpCAM+ Zellen bei DCIS Patientinnen 
Die Einteilung der Patientinnen in die vier Mammakarzinom Subtypen (Tabelle 3) und die 
nicht-invasive Form DCIS zeigte, dass die Patientinnen mit DCIS und Triple negativen 
Tumoren am jüngsten waren. Diese Beobachtung konnten auch Kennecke et al. feststellen 
(Kennecke et al., 2010). Die EpCAM Positivität unterschied sich ebenfalls innerhalb der 
Subtypen des untersuchten Kollektivs. Erstaunlich war dabei, dass bei drei der vier DCIS 
Patientinnen EpCAM+ Zellen gefunden werden konnten, wobei bei zwei dieser Patientinnen 
durch die Analyse des Genoms jeweils eine Zelle als aberrante Krebszelle bestätigt werden 
konnte. Laut Definition handelt es sich bei DCIS um eine nicht invasive Form, bei der noch 
kein Durchbruch der Basalmembran stattgefunden hat. Jedoch konnte gezeigt werden, dass 
die Streuung von Tumorzellen ein sehr frühes Ereignis im Verlauf der Tumorprogression 
darstellt und diese bereits beim Stadium des DCIS stattgefunden hat (Husemann et al., 
2008). In anderen Arbeiten wurden CK+ Zellen bei 13-21 % der Knochenmarkproben von 
DCIS-Patientinnen gefunden, abhängig von den verwendeten Antikörpern (Sanger et al., 
2011; Banys et al., 2012). Die genannten Zahlen sind nicht direkt mit den Ergebnissen dieser 
Arbeit vergleichbar, da Antikörper gegen Zytokeratine verwendet wurden. Es wird jedoch 
deutlich, dass EpCAM+ oder CK+ Zellen ebenfalls in DCIS-Patientinnen detektiert werden 
können. In einer weiteren Untersuchung konnten bei DCIS-Patientinnen, denen der 
Primärtumor bereits entfernt wurde, Metastasen festgestellt werden (Silverstein et al., 1998; 
Solin et al., 2001). Es liegt nahe, dass die Streuung in diesen Fällen bereits sehr früh in der 
Entwicklung des Tumors stattgefunden hat. Diese Ergebnisse unterstützen das Modell der 




Nachweis von EpCAM+ Zellen im Verlauf der Erkrankung 
In dieser Arbeit konnte außerdem festgestellt werden, dass die Anzahl an EpCAM+ und 
CK+ Zellen ein Jahr nach der Primäroperation mit Entfernung des Tumors bei allen acht 
Patientinnen entweder abgenommen hat oder gleichgeblieben ist. Wurden die Patientinnen 
jedoch neoadjuvant behandelt und die erste Knochenmarkpunktion vor und die zweite 
Knochenmarkpunktion nach der neoadjuvanten Therapie während der Entfernung des 
Primärtumors vorgenommen, stieg die Anzahl an gefundenen EpCAM+/CK+ Zellen bei sechs 
von neun Patientinnen. Der Abstand zwischen beiden Punktionen betrug ca. sechs Monate, 
der Primärtumor verblieb in dieser Zeit im Körper der Patientinnen. Eine mögliche Vermutung 
wäre, dass die aggressiveren Triple negativen Tumore, die nur in der zweiten Patienten-
gruppe zu finden waren, mehr Zellen ins Knochenmark streuen. Dies ist jedoch nicht 
plausibel, da die Detektionsrate EpCAM+ Zellen im unbehandelten Knochenmark bei Triple 
negativen Tumoren (46 %) im Vergleich zu den anderen Subtypen am niedrigsten war. 
Deshalb besteht die Vermutung, dass während der neoadjuvanten Therapie weiterhin 
EpCAM+ und/oder CK+ Zellen vom Primärtumor gestreut werden. Möglicherweise findet 
durch die neoadjuvante Behandlung eine Selektion auf disseminierende Zellen statt. Die 
Zunahme von CK+ Zellen nach der Therapie konnte auch von anderen beobachtet werden. 
Mathiesen verglich den Prozentsatz an CK+ Zellen in 236 Patientinnen mit lokal fortge-
schrittenen Mammakarzinomen vor Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie, zum 
Zeitpunkt der Mastektomie und zwölf Monate nach Beginn der neoadjuvanten 
Chemotherapie (Mathiesen et al., 2012). Der Prozentsatz an CK+ Zellen sank dabei von 
21 % zu Beginn der Studie auf 16 % nach der neoadjuvanten Therapie. Nach zwölf Monaten 
war der Wert jedoch wieder auf 27 % gestiegen. Auch in dieser Studie war ein Unterschied 
zwischen Hormonrezeptor-positiven und –negativen Patientinnen festzustellen. So stieg der 
Anteil an CK+ Patientinnen mit Estrogenrezeptor-positiven (ER+) Primärtumoren von 24 % 
vor der neoadjuvanten Therapie auf 27 % zwölf Monate später. Bei ER- Patientinnen stiegen 
die Detektionsraten bei gleichen Punktionszeitpunkten von 17 auf 28 % (Mathiesen et al., 
2012). Es muss daher in Betracht gezogen werden, dass Unterschiede in den Subgruppen 
hinsichtlich des Therapieansprechens der gewählten neoadjuvanten Therapie bestehen. In 
der Studie von Mathiesen hatten Patientinnen, bei denen mindestens eine CK+ DCC zu 
einem der Zeitpunkte detektiert wurde, eine schlechtere Prognose. Wurden zum ersten 
Zeitpunkt CK+ Zellen detektiert, zum zweiten Zeitpunkt dagegen nicht, deutete dies auf eine 
gute Prognose für die Patientin hin, wohingegen eine alleinige Detektion zum Zeitpunkt nach 
der OP mit einem schlechten Überleben assoziiert war. Dies würde bedeuten, dass mit einer 
erneuten Punktion der Einfluss der erfolgten Therapie überwacht und möglicherweise 
therapieresistente DCC detektiert werden können (Janni et al., 2011). Durch die dadurch 
gewonnene Information könnte die Therapie angepasst oder während der Nachsorge eine 
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sekundäre Therapie verabreicht werden. Eine weitere Studie konnte feststellen, dass nach 
adjuvanter Therapie zwar bei 29 % der M0 Mammakarzinom-Patientinnen CK+ Zellen 
detektiert werden können, diese aber nur selten EpCAM koexprimieren (Thurm et al., 2003). 
Die Knochenmarkproben in der Studie von Thurm et al. wurden drei Monate nach Abschluss 
der adjuvanten Chemotherapie entnommen und dieses Ergebnis könnte ein Hinweis darauf 
sein, dass die gewählte Chemotherapie die EpCAM+ Zellen eliminieren konnte. Es lässt sich 
folgern, dass zwar mehrere Studien eine Bedeutung der CK+ Zellen nach Abschluss der 
Therapie zeigen konnten, aber noch weitere prospektive Studien nötig sind, um diesen 
Zusammenhang und vor allem die Relevanz der DCC bei der Therapieüberwachung zu 
bestätigen. 
Nachweis von EpCAM+ DCC im Lymphknoten 
Neben den Knochenmarkproben standen insgesamt zehn Lymphknoten zur Verfügung. 
Durch die geringe Anzahl und einer EpCAM-Detektionsrate von 20 % war keine detaillierte 
Analyse dieser Zellen möglich. Zudem gibt es (laut aktuellem Wissensstand) keine 
vergleichbare Untersuchung mit EpCAM-Antikörpern in Lymphknoten. Die geringe Fallzahl 
der Lymphknoten war zum einen auf die genannten Fehler bei der Aufbewahrung der 
Lymphknoten zurückzuführen als auch auf die Änderung der Leitlinien. In der Aktualisierung 
der S3-Leitlinie für die Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms von 2012 
änderten sich die Empfehlungen zur Axilladissektion (Leitlinienprogramm Onkologie, 2012). 
Aus diesem Grund konnten keine weiteren Lymphknoten-Proben zur Verfügung gestellt 
werden, da der Sentinel-Lymphknoten vollständig für die Routinediagnostik verwendet 
wurde. Es wird daher auch für weitere Analysen schwierig sein, zusätzliche Proben zu 
bekommen. Trotzdem war es möglich ein mCGH Profil einer EpCAM+ DCC zu erstellen. 
Dieses zeigte die typischen Mammakarzinom-Veränderungen wie Amplifikationen auf 1q, 8q, 
16p und 20 sowie eine Deletion auf 17p. Zusätzlich konnten Verluste auf 3p, 4q, 6q, 22q und 
Gewinne auf 4q und 19q detektiert werden. Auch wenn die Ergebnisse dieser einzelnen Zelle 
nicht aussagekräftig sind, zeigt sich doch anhand der zahlreichen Aberrationen der 
fortgeschrittene maligne Genotyp dieser Zelle.  
Genomanalyse der EpCAM+ Zellen 
In nächsten Schritt wurden die chromosomalen Veränderungen zur Charakterisierung der 
EpCAM+ Zellen analysiert. Mit Hilfe der mCGH können Aberrationen des gesamten Genoms 
mit einer Auflösung von 10-20 Mb nachgewiesen werden (Bentz et al., 1998; Jeuken et al., 
2002). Durch die begrenzte Auflösung der mCGH können Aberrationen unter dieser Grenze 
sowie Veränderungen, die keine Änderung der Chromosomenzahl mit sich führen, wie z.B. 
Translokationen, Inversionen oder Punktmutationen, mit diesem Verfahren nicht detektiert 
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werden. Dennoch wurden auch bei balancierten Zellen bereits Allelverluste und genomische 
Gewinne nachgewiesen (Schardt et al., 2005; Fuhrmann, 2007). 
Identifizierung von EpCAM+ DCC 
Insgesamt konnte von 58 EpCAM+ Zellen ein mCGH Profil erstellt werden und damit 
aberrante Zellen eindeutig als Tumorzellen klassifiziert werden. Alle sieben M1 Zellen waren 
aberrant, bei den M0 Zellen waren 43 % balanciert und 57 % aberrant. Diese Werte sind 
vergleichbar mit den Ergebnissen der CK+ Zellen, von denen 43 % der M0 Zellen und 91 % 
der M1 Zellen Aberrationen zeigten (Schmidt-Kittler et al., 2003). Bei den balancierten Zellen 
könnte es sich um seltene hämatopoetische Zellen handeln, die EpCAM exprimieren 
(Choesmel et al., 2004) und auch bei gesunden Spendern gefunden werden. Es ist aber 
auch nicht auszuschließen, dass es sich bei den mCGH balancierten Zellen um Tumorzellen 
handelt. 
Für die Auswertung wurden 395 verschiedene Chromosomen-Loci mit dem Fisher’s exakt 
test verglichen. Die p-Werte wurden auf multiples Testen korrigiert (Benjamini Y., 1995) und 
eine false-discovery-rate (FDR) <10 % verwendet. Das bedeutet, dass 10 % Falschpositive 
bei der Auswertung erwartet werden, was aber durch die zusätzliche manuelle Überprüfung 
der Aberrationen kontrolliert wurde.  
Sowohl bei den EpCAM+ als auch bei den CK+ Zellen unterschied sich die Anzahl an 
Aberrationen zwischen den M0 und den M1 DCC signifikant. Tumorzellen von M0 Patientinnen 
wiesen (teilweise) andere und wesentlich weniger Aberrationen auf, als Zellen von 
M1 Patientinnen. Dies deutet auf eine Zunahme der genomischen und chromosomalen 
Instabilität der Tumorzellen während der ektopen Tumorprogression hin. Die Identifizierung 
aberranter (v.a. deletierter) Regionen in M0 Patientinnen ermöglicht die Suche nach poten-
ziellen Kandidatengenen, die an der frühen Tumorprogression des Mammakarzinoms 
beteiligt sind.  
Vergleich der Genomprofile von EpCAM+ und CK+ DCC 
Mehrere Studien an insgesamt 546 Primärtumoren (Kallioniemi et al., 1994; Nishizaki et al., 
1997; Hermsen et al., 1998; Tirkkonen et al., 1998; Buerger et al., 1999; Roylance et al., 
1999; Buerger et al., 2001) konnten neun charakteristische Aberrationen beim invasiven 
Mammakarzinom detektieren (Tabelle 58). Auch bei den disseminierten EpCAM+ und 
CK+ Krebszellen konnten diese chromosomalen Aberrationen sowohl bei den M0 als auch bei 
den M1 Zellen nachgewiesen werden (Tabelle 58). 
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Tabelle 58: Vergleich der genomischen Aberrationen von Primärtumor und DCC: angegeben ist der Anteil 
[%] der Zellen, bei dem die jeweilige Aberration nachweisbar war; EpCAM M0: n=25, EpCAM M1: n=10, 




1q 8q 16p 17q 20 8p 13q 16q 
 
17p 
Primärtumor 57-83 30-90 38-40 18-67 18-39 26-52 25-45 26-71 
 
22-61 
EpCAM+ DCC M0             12 0 15 10 25 0 5 10 
 
25 
EpCAM+ DCC M1                    62 37 20 40 55 25 50 25  37 
CK+ DCC M0                     37 5 10 20 5 15 12 15  15 
CK+ DCC M1 62 70 45 45 45 35 45 37 
 
35 
Bei den EpCAM+ M0 DCC konnte bei 25 % der Verlust von 17p detektiert werden, welcher 
neben dem Verlust von 16q (10 %) eine frühe Aberration darstellt, die bereits in nicht inva-
siven Formen des Mammakarzinoms nachgewiesen werden kann (Gong et al., 2001). 
Außerdem konnten drei Bereiche bei EpCAM+ M1 DCC auf 1p (Deletion), 7p (Amplifikation) 
und 11q (Deletion) detektiert werden, die weder in der genannten Auflistung an bekannten 
häufigen Aberrationen auftreten, noch in den CK+ Zellen mit dieser Häufigkeit gefunden 
wurden. Die Bereiche auf den Chromosomen 1 und 11 unterschieden sich dabei signifikant 
von den CK+ M1 Zellen (adjp=0,065). Die Bande 1p13 ist häufig an chromosomalen 
Umgruppierungen beim Mammakarzinom beteiligt (Mitchell und Santibanez-Koref, 1990). 
Eine Gruppe von Genen in diesem Bereich (GSTM1-5) könnte einen Einfluss auf die 
Prädisposition zum Mammakarzinom haben, wenn GSTM3 in dieser Gruppe fehlt (Yu et al., 
2010). Auch für 11q24q25 konnte gezeigt werden, dass in dieser Region häufig allelische 
Verluste beim frühen Mammakarzinom auftreten und dies mit einem schlechteren Überleben 
einhergeht (Gentile et al., 1999; Gentile et al., 2001). In dieser Region wurden bereits sechs 
Tumorsuppressor-Kandidatengene untersucht und es konnte für drei (LOH11CR2A, PIG8, 
CHEK1) eine Assoziation mit Mammakarzinomen sowie eine signifikante klinische als auch 
prognostische Aussagekraft beschrieben werden (Sinha et al., 2011). 
In dieser Arbeit gelang es nicht, ein mCGH Profil von EpCAM+ Zellen aus gesunden 
Spenderinnen zu generieren. Einerseits lag das an der vergleichsweise geringen Zahl an 
EpCAM+ HD Knochenmarkproben von denen insgesamt 31 Zellen isoliert werden konnten, 
wovon jedoch nur 15 Zellen eine gute Qualität des WTA- sowie WGA-Produktes aufwiesen. 
Andererseits konnten diese Zellen nicht erfolgreich in der mCGH hybridisiert werden. 
Insgesamt war die mCGH bei 47 % der untersuchten Zellen nicht erfolgreich, da die 
Hybridisierung zu schwach war. Trotz Wiederholung konnte in vielen Fällen kein auswert-
bares Ergebnis generiert werden. Die Gründe hierfür sind unklar. Dennoch ist davon 
auszugehen, dass es sich bei einem Großteil der EpCAM+ HD Zellen wahrscheinlich um 
balancierte Zellen handelt. Da dies jedoch nicht nachgewiesen werden konnte, wurden diese 
Zellen nicht für die Genexpressionsanalyse verwendet. 
118 Diskussion 
Analyse der Genexpression der EpCAM+ DCC 
Für die Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien zur Prävention von Metastasen ist es 
von großer Bedeutung, differentiell exprimierte Gene und Signalwege in den Vorläuferzellen  
der Metastasen zu identifizieren. Aus diesem Grund wurde die Genexpression EpCAM+ DCC 
mit Microarrays untersucht. Die Ergebnisse der Microarrays wurden durch ausgewählte 
genspezifische PCR validiert. Der Vergleich von EpCAM+ DCC mit und ohne CK-Transkripte 
zeigte keine differentiell exprimierten Gene, was neben der durchgeführten Doppelfärbung 
ein weiterer Hinweis darauf sein könnte, dass Antikörper gegen EpCAM und CK beim 
Mammakarzinom im Grunde weitgehend überlappende Zellpopulationen identifizieren. Im 
Gegensatz dazu konnte eine Reihe signifikant unterschiedlich exprimierter Gene zwischen 
DCC von Patientinnen im Stadium M0 und M1 der Erkrankung gefunden werden (Abbildung 
42).  
Ein Beispiel für ein in den M0 DCC hochreguliertes Gen ist Hämoglobin β (HBB), welches 
zusammen mit Hämoglobin α (HBA) für die Bildung der zwei Polypeptidketten des 
Hämoglobins A (HbA), der häufigsten Form des adulten Hämoglobins, verantwortlich ist. 
Hämoglobin spielt eine wichtige Rolle beim Sauerstofftransport von der Lunge zum 
peripheren Gewebe. Die Expression von Hämoglobin in der Mehrheit der Mammakarzinome 
konnte bereits nachgewiesen werden (Gorr et al., 2011). Bei dem Vergleich von 
Mammakarzinom-Knochenmetastasen von Patientinnen mit und ohne zusätzliche viszerale 
Metastasen konnte Capulli eine Gensignatur generieren. Dabei war HBB in der Gruppe der 
Patientinnen mit Knochenmetastasen, die zusätzlich viszerale Metastasen haben, hoch-
reguliert. Außerdem konnte eine hohe HBB Expression in Mammakarzinom-Primärtumoren 
festgestellt werden, jedoch nicht im normalen Mammagewebe. Eine hohe HBB Expression 
ging mit der Fähigkeit von Knochenmetastasen einher, weiter in andere Organe zu streuen 
(Capulli et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurde zwar eine niedrige HBB Expression in 
M1 DCC, jedoch eine hohe HBB Expression in M0 DCC nachgewiesen. Dies widerspricht sich 
nicht zwingend, da in der Studie von Capulli RNA aus soliden Knochenmetastasen 
gewonnen wurde, wobei aber nicht sicher ausgeschlossen werden kann, dass auch andere 
Zellen untersucht wurden und HBB durch hämatopoetische Zellen in die Knochenmetastase 
gelangen konnte. Wogegen in dieser Arbeit einzelne DCC analysiert wurden und daher die 
sichere Aussage getroffen werden konnte, dass HBB in 26 von 29 M0 DCC relativ zu M1 DCC 
überexprimiert wurde. Es besteht daher die Möglichkeit, dass es sich bei HBB nicht nur um 
einen Biomarker mit Prognoseeffekt handelt, sondern dass auch ein funktioneller 
Zusammenhang zwischen der HBB Expression und der Tumorprogression vorliegt. In 
insgesamt sechs (30 %) der DCC, die HBB überexprimierten, konnte das PKM2 Transkript 
detektiert werden, wobei es sich nur um M0 Zellen handelte. Interessanterweise wurde 
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festgestellt, dass HBB durch überexprimiertes PKM2 reguliert werden kann (Gao et al., 
2012).  
In den M1 DCC war S100A11 (Calgizzarin) signifikant überexprimiert. Es gehört zur Gruppe 
der Calcium bindenden S-100-Proteine, welche an verschiedenen zellulären Prozessen, wie 
z.B. dem Zellzyklus und der Differenzierung beteiligt sind. Auch bei der Progression des 
Mammakarzinoms spielen S-100-Proteine eine Rolle. So wurde gezeigt, dass die Expression 
von S100A11 mit einer schlechteren Prognose bei Mammakarzinom-Patientinnen assoziiert 
ist (McKiernan et al., 2011). Für S100A11 wurde bereits eine Funktion als prognostischer 
metastatischer Marker in verschiedenen Karzinomen nachgewiesen (Yao et al., 2007; 
Meding et al., 2012; Xiao et al., 2012). Auch soll dieses Protein eine wichtige Voraussetzung 
für die Migration und Invasion der Tumorzellen sein und möglicherweise eine Rolle bei der 
epithelialen-mesenchymalen-Transition (EMT) durch die Förderung der Aktindynamik der 
Pseudopodien spielen (Shankar et al., 2010). Durch einen Knockdown von S100A11 konnte 
gezeigt werden, dass sich Pseudopodien zurückbildeten, die Migration und Invasion der 
Zellen gehemmt wurde und es zu einer Umkehrung der EMT kam (Shankar et al., 2010). 
Des Weiteren war RANKL (Receptor Activator of NF-κB Ligand) in M1 Zellen signifikant 
höher exprimiert. Es gehört zur Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) und spielt eine 
wichtige Rolle bei der Osteoklasten-Differenzierung und -Aktivierung im Knochen. Im 
gesunden Zustand befinden sich der Knochenaufbau durch Osteoblasten und der 
Knochenabbau durch Osteoklasten im Gleichgewicht. Parathormon (PTH) führt zur 
Ausschüttung von RANKL in Osteoblasten, welches wiederum an den RANK-Rezeptor von 
Osteoklasten-Vorstufen bindet und zur Bildung von aktivierten Osteoklasten führt. Durch eine 
vermehrte RANKL-Konzentration wird das Gleichgewicht zu den Osteoklasten und damit zu 
einem vermehrten Knochenabbau verschoben. Tumorzellen nutzen diesen Mechanismus 
und induzieren über PTHrP (Parathormon-related protein) eine Sezernierung von RANKL 
(Chappard et al., 2011). Diese RANKL-induzierte Knochenzerstörung wird als Voraussetzung 
von nahezu allen Arten von krebsinduzierter Knochenzerstörung, insbesondere osteo-
lytischer Metastasen, gesehen (Azim et al., 2012).  
Ein weiterer wichtiger Befund war die Tatsache, dass der Großteil der Zellen mit hoher 
Ähnlichkeit in den genomischen Veränderungen (d.h. die Zellen eines Astes im mCGH-
Dendrogramm) auch bei der Clusteranalyse der Genexpression ein ähnliches Transkriptom-
profil zeigt. Dies ist ein erster Hinweis, dass sich bestimmte Genomveränderungen einzelner 
DCC von Mammakarzinom-Patientinnen auch im zugehörigen Profil der Genexpression 
widerspiegeln können. 
120 Diskussion 
Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass sich die beiden untersuchten Zellen der 
M1 Patientin MC-1122 sowohl in den Microarray- als auch in den mCGH-Analysen, außerhalb 
des definierten M1-Clusters befanden. Daraus lässt sich schließen, dass sich sowohl Genom 
als auch Transkriptom dieser Zellen von den anderen M1 Zellen unterschieden. 
Interessanterweise wurden bei dieser Patientin zum Zeitpunkt der Punktion (zehn Jahre nach 
der Erstdiagnose) lediglich Leber-, Lymphknoten-, Haut- und Weichteilmetastasen fest-
gestellt, es lagen jedoch keine Knochenmetastasen vor. Im Gegensatz dazu, war bei allen 
übrigen untersuchten M1 Patientinnen der Knochen bei der Metastasierung beteiligt und die 
Zellen dieser Patientinnen fanden sich bei Microarray- und Genomanalysen im M1-Cluster 
wieder. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die Erkrankung dieser Patientinnen bereits 
weiter fortgeschritten ist, während sich die anderen Zellen noch in einem früheren Stadium 
befinden. Ebenfalls wäre denkbar, dass es sich bei den M0 DCC im M1-Cluster um direkte 
Vorläuferzellen von Knochenmetastasen handelt, während die M1 Zellen, die sich außerhalb 
des M1-Clusters befinden, gegebenenfalls als Vorläuferzellen für Metastasen in anderen 
Organen dienen könnten. Diese Hypothese würde auch durch die Zellen der Patientin MC-
1122 unterstützt, wobei eine abschließende Bewertung zum jetzigen Zeitpunkt nicht möglich 
ist. 
Zusammenfassend zeigte sich, dass in den M0 Zellen erythroide Marker (HBB, HBD: 
Hämoglobin delta, ERAF/AHSP: alpha hemoglobin stabilizing protein), während in M1 Zellen 
Differenzierungsmarker und Proliferationsmarker (S100A11: Calgizzarin, RANKL, AREG: 
Amphiregulin) hochreguliert waren.  
Tumorzellplastizität und Tumorzellheterogenität 
Die durchgeführten Untersuchungen des Transkriptoms der EpCAM+ Zellen anhand 
spezifischer Transkripte ermöglichten keine eindeutige Identifizierung von Tumorzellen. Erst 
durch die Genomanalyse konnten EpCAM+ Einzelzellen sicher als DCC identifiziert werden. 
In den mCGH Analysen wurden viele charakteristische Aberrationen des Mammakarzinoms 
in einzelnen DCC gefunden (Tabelle 58), wodurch der epitheliale Ursprung dieser Zellen 
gezeigt werden konnte. Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass einige dieser 
aberranten DCC epithelialer Herkunft aus dem Knochenmark, zusätzlich zu den zu 
erwartenden Transkripten (wie EpCAM oder Zytokeratine), das hämatopoetische Transkript 
CD45 exprimierten. Auch die Microarray-Analyse zeigte, dass HBB und weitere erythroide 
Marker von vielen M0 Zellen exprimiert wurden. Die Tatsache, dass ein Genom abhängig von 
der Umgebung unterschiedliche Phänotypen hervorbringen kann, wird als phänotypische 
Plastizität bezeichnet (Tang, 2012; Marjanovic et al., 2013). Der in dieser Arbeit erfolgte 
Nachweis von erythroiden Markern in epithelialen Tumorzellen könnte eine unerwartete 
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Ausprägung von phänotypischer Plastizität darstellen. Folgt man dieser Hypothese, stellt 
sich die Frage, ob die gestreuten Tumorzellen durch die Expression hämatopoetischer 
Transkripte ihren Phänotyp adaptieren, um auf diesem Wege ein Überleben im Mikromilieu 
des Knochenmarks erst zu ermöglichen. Es wäre möglich, dass sich diese M0 DCC im 
Knochenmark primär nicht durch den selektiven Druck onkogener Veränderungen 
weiterentwickeln und sich vielmehr in einer Art Ruhezustand (tumor dormancy) befinden, der 
mehrere Jahre fortdauern kann. Es wäre weiter denkbar, dass sich die Tumorzellen in dieser 
Zeit des Wartens den Bedingungen im Knochenmark anpassen und so auch erythroide 
Marker exprimieren, bevor sie zu einem späteren Zeitpunkt in einen Zustand der Proliferation 
wechseln. Die Detektion von Differenzierungsmarker und Proliferationsmarker in M1 Zellen, 
lässt den Schluss zu, dass diese Zellen diesen Zustand bereits erreicht haben und wieder 
die Eigenschaften der ursprünglichen Mammakarzinomzellen besitzen.  
Neben dieser phänotypischen Plastizität der DCC, konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch 
auch eine große Heterogenität der EpCAM+ Zellen untereinander gezeigt werden. Sowohl in 
Bezug auf die Expression ausgewählter Transkripte als auch den detektierten 
chromosomalen Veränderungen unterschieden sich sogar verschiedene EpCAM+ DCC 
derselben Patientin. So besaßen aberrante Zellen mehrerer Patientinnen unterschiedliche 
mCGH-Veränderungen (z.B. MC-1119, MC-1088, MC-1058). Außerdem konnten bei acht 
Patientinnen sowohl aberrante als auch balancierte Zellen gefunden werden (zwei 
Patientinnen mit DCIS und sechs mit invasivem Karzinom). Die weitere Untersuchung der 
balancierten Zellen dieser Patientinnen mit hochauflösenden Methoden könnte eventuell 
einen Hinweis auf frühe Veränderungen der DCC liefern (Schardt et al., 2005).  
Die Heterogenität in Genom und Transkriptom beschränkt auch die Aussagekraft zahlreicher 
Untersuchungen anderer Forschungsgruppen. So wurden bei einer Untersuchung von 14 
cDNA Microarray-Datensets aus Primärtumor und Metastase des gleichen Patienten keine 
zwei Tumoren mit ähnlichen Gensignaturen gefunden (Loberg et al., 2007). Nicht nur die 
Tumoren verschiedener Individuen unterscheiden sich, es besteht auch eine Heterogenität 
der Tumorzellen innerhalb eines Tumors (Gerlinger et al., 2012; Ogino et al., 2012). Diese 
Heterogenität wird auch beim Vergleich verschiedener Genexpressions-Signaturen sichtbar, 
die die Klassifizierung des Mammakarzinoms verbessern und therapeutische und 
prognostische Rückschlüsse ermöglichen sollen (Sotiriou und Pusztai, 2009). So konnte in 
fünf aus dem gleichen Mammakarzinom generierten Zelllinien beobachtet werden, dass 
diese sich in ihren Expressionsprofilen, ihrer Tumorigenität und den organspezifischen 
metastatischen Eigenschaften unterschieden (Mosoyan et al., 2013). Die Studie zeigt, dass 
einzelne Zelllinien, wie sie oft in der Entwicklung für neue Arzneimittel verwendet werden, 
nicht den gesamten Tumor und dessen Heterogenität repräsentieren können. Dies wird 
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natürlich umso deutlicher, wenn einzelne Zellen statt Mittelwerte aus größeren Populationen 
untersucht werden.  
Am Ende stellt sich die Frage, worauf die Heterogenität bei den DCC basiert. Einerseits wäre 
es möglich, dass sich DCC zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Tumorprogression vom 
Primärtumor lösen und damit ein Abbild des Primärtumors zum Zeitpunkt der Streuung 
bilden. Andererseits könnte es aber auch sein, dass die Tumorzellen, die disseminieren 
können, ursprünglich sehr homogen sind, die weitere Entwicklung dann allerdings abhängig 
vom Mikromilieu des Knochenmarks fortschreitet. Die weitere Analyse des molekularen 
Profils dieser einzelnen gestreuten Tumorzellen und den der Adaptation und Selektion 
zugrunde liegenden Mechanismen kann in Zukunft einen wichtigen Beitrag zum Verständnis 


















Trotz der Resektion des Primärtumors verbleiben disseminierte Tumorzellen (DCC) im 
Körper der Mammakarzinom-Patientinnen und es können sich auch noch nach mehreren 
Jahren Metastasen entwickeln, an denen der Großteil der Patientinnen verstirbt. Zum 
Zeitpunkt der Primäroperation müssen daher die DCC als Vorläuferzellen der Metastasen 
gelten und stellen somit die Zielzellen adjuvanter Therapien dar. Der Erfolg einer adjuvanten 
Therapie entscheidet sich also daran, inwieweit DCC eradiziert werden können oder 
resistent sind. Dennoch werden sowohl Therapieentscheidungen aufgrund von Primärtumor-
Analysen getroffen wie auch die Entwicklung neuer Therapien und die Identifizierung von 
Zielstrukturen weitgehend auf Analysen der Primärtumoren oder daraus generierter Zelllinien 
beruht. Dieses Vorgehen steht in einer gewissen Spannung zu dem klaren Befund der 
prognostischen Relevanz der DCC, die in mehreren Arbeiten nachgewiesen werden konnte.   
Ziel dieser Arbeit war die sichere Identifizierung und molekulare Charakterisierung von DCC, 
um eine Voraussetzung für die Entwicklung zielgerichteter systemischer, insbesondere 
adjuvanter, Therapien zu schaffen. In einem ersten Schritt wurde durch eine Doppelfärbung 
gegen CK und EpCAM, den am häufigsten zur Detektion von DCC verwendeten Antigenen, 
eine Koexpression der beiden Proteine in der Mehrheit der Marker-positiven Patientinnen 
nachgewiesen. Dieser Befund ermöglichte unter der alleinigen Verwendung eines EpCAM-
Antikörpers vitale EpCAM+ Zellen aus dem Knochenmark von M0 und M1 Patientinnen zu 
isolieren, die auch für Genexpressionsstudien verwendet werden konnten. In 
Kontrollexperimenten zeigte sich, dass EpCAM+ Zellen auch in gesunden Spenderinnen 
detektiert werden können. Die Anwesenheit von EpCAM+ Zellen im gesunden Knochenmark 
erschwerte maßgeblich die Detektion von „echten Tumorzellen“. Es wurde zunächst versucht 
durch histogenetisch präferentiell exprimierte Marker (wie verschiedene Zytokeratin 
Transkripte und CD45) DCC von autochthonen Knochenmarkzellen zu unterscheiden. Eben-
so wurden tumor-assoziierte Transkripte getestet, wobei HER2wt und eine Spleißvariante 
des HER2 Gens tumorspezifisch waren. Da diese Transkripte lediglich in bis zu 23 % der 
DCC gefunden wurden, blieb der einfache Klassifizierungsversuch mit Hilfe der Expression 
ausgewählter Transkripte bei vielen Zellen erfolglos. 
Deshalb wurde versucht über den Nachweis von chromosomalen Veränderungen mit Hilfe 
der mCGH die maligne Identität der Zellen zweifelsfrei festzustellen. Bei allen genomisch 
untersuchten EpCAM+ M1 Zellen und der Mehrheit der EpCAM+ M0 Zellen handelte es sich 
um disseminierte Tumorzellen mit aberrantem Genom. Dabei unterschied sich die Anzahl der 
Aberrationen von M0 und M1 Zellen signifikant und es konnten charakteristische chromo-
somale Alterationen in M1 Zellen detektiert werden. Gegenwärtig bleibt unklar, ob sich auch 
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unter den EpCAM+ Zellen mit balanciertem Profil weitere Tumorzellen befinden, die 
genetische Veränderungen unterhalb der Auflösungsgrenze der mCGH besitzen. 
Mit Hilfe einer umfassenden Genexpressionsanalyse konnte weiterhin gezeigt werden, dass 
EpCAM+ M0 und M1 DCC anhand ihrer Genexpression unterschieden werden konnten. 
Während Zellen von metastasierten Patientinnen Differenzierungs- und Proliferationsmarker 
überexprimierten (z.B. RANKL, S100A11), zeigten DCC aus nicht-metastasierten Patientin-
nen Zeichen einer Adaptation ans Knochenmark (Abbildung 45). Es konnte eine unerwartet 
deutliche phänotypische Plastizität der DCC im Knochenmark aufgedeckt werden. Die 
sichere Identifizierung von aberranten DCC und die Verfügbarkeit ihrer 
Genexpressionsprofile wird nun erlauben, differenzierende Gensignaturen für die 
hämatopoetischen EpCAM+ Zellen zu definieren. 
 
Abbildung 45: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die in dieser Arbeit begonnenen 
vergleichenden Analysen von Genom und Transkriptom einzelner DCC die Tür für ähnliche 
Studien zu metastatischen Vorläuferzellen öffnen. Dies könnte in der Zukunft zu einer 
Veränderung der Diagnostik der minimalen Resterkrankung, der Suche nach thera-
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10.1 Klassifikation des Mammakarzinoms 
Tabelle 59: TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms (basierend auf UICC, 2009; AJCC, 2010) 
T - Ausdehnung des Primärtumors 
Tx Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
T0 kein Anhalt für Primärtumor 
Tis Carcinoma in situ 
T1 Tumor ≤2 cm 
T1mi Mikroinvasion (≤0,1 cm) 
T2 2 cm <Tumor ≤5 cm 
T3 Tumor >5 cm 
T4 Tumor jeglicher Größe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand und / oder Haut 
N - Regionäre Lymphknotenmetastasen   
NX regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
N0 keine regionären Lymphknotenmetastasen 
N1mi Mikrometastasen (>2 mm und / oder 200 Zellen) pathologisch 
N1 Metastasen in 1-3 axillären ipsilateralen Lymphknoten  
N2 Metastasen in 4-9 axillären Lymphknoten 
N3 
 
Metastasen in ≥10 axillären Lymphknoten; Metastasen in ipsilateralen  
Lymphknoten unterhalb des Brustbeins 
M - Fernmetastasen 
MX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden 




Tabelle 60: Stadieneinteilung nach UICC (basierend auf UICC, 2009) 
UICC-Stadium T N M 
Stadium 0 Tis N0 M0 
Stadium ⅠA T1 N0 M0 
Stadium ⅠB T0, T1 N1mi M0 
Stadium ⅡA T0, T1 N1 M0 
 T2 N0 M0 
Stadium ⅡB T2 N1 M0 
 T3 N0 M0 
Stadium ⅢA T0, T1, T2 N2 M0 
 T3 N1, N2 M0 
Stadium ⅢB T4 N0, N1, N2 M0 
Stadium ⅢC jedes T N3 M0 
Stadium Ⅳ jedes T jedes N M1 
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Tabelle 61: Grading des Mammakarzinoms (basierend auf Elston and Ellis, 1991) 
Summenscore Malignitätsgrad Grading Bezeichnung 
3, 4, 5 gering G1 gut differenziert 
6, 7 mäßig G2 mäßig differenziert 
8, 9 hoch G3 schlecht differenziert 
 
Tabelle 62: Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner (basierend auf Remmele und Stegner, 1987) 
Färbeintensität (staining intensity = SI) Score 
keine Färbung nachweisbar 0 
geringe Färbeintensität der Kerne 1 
mäßige Färbeintensität der Kerne 2 
starke Färbeintensität der Kerne 3 
 
Anzahl positiver Zellen (PP) Score 
keine positiven Kerne nachweisbar 0 
weniger als 10 % positive Zellen (Kernfärbung) 1 
10-50 % positive Zellen (Kernfärbung) 2 
51-80 % positive Zellen (Kernfärbung) 3 
mehr als 80 % positive Zellen (Kernfärbung) 4 
  
Immunreaktiver Score: IRS = SI * PP 
 
 
Tabelle 63: Score-Werte bei der HER2 Immunohistochemie (basierend auf Diaz, 2001) 
Färbung Score Her2 Überexpression 
Keine Färbung bzw. Membranfärbung  





Sehr schwache (teilweise) Membranfärbung 





Schwache bis mittlere vollständige Membranfärbung 
>10 % der Tumorzellen 
2+ 
 
Schwach positiv => FISH 
 
Starke vollständige Membranfärbung  








10.2 Gradienten-PCR von PKM1 und PKM2 
 
Abbildung 46: Gradienten-PCR von PKM1 und PKM2: Zwei MCF-7-Einzelzellen wurden mit PKM1 und PKM2 
Primern getestet. MCF-7 EZ6 war zweifach positiv, MCF-7 EZ3 nur PKM2-positiv. Die erwartete Fragmentlänge 
betrug 190 bp für beide Transkripte. Die PCR wurde bei 58 °C, 60 °C, 62 °C und 64 °C durchgeführt. Bei 62 °C 
konnten die besten Ergebnisse beobachtet werden. EZ: Einzelzelle; L: DNA-Leiter; +: Positivkontrolle;                   






10.3 Chromosomeneinteilung nach ISCN 
 
Abbildung 47: Chromosomeneinteilung nach ISCN (International System for Human Cytogenetic 
Nomenclature) 
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Abbildung 48: Histoplot der mCGH Aberrationen aller CK-Transkript-positiven bzw. -negativen M0 DCC, 
dargestellt als Amplifikationen (grün) und Deletionen (rot) über den jeweiligen Chromosomen (horizontal) als 
prozentualer Anteil (vertikal) der jeweiligen Gruppe; A: 13 CK-Transkript-positive, EpCAM+ M0 DCC; B: 13 CK-






































Zelle MC 524-2 balanciert M0 Zelle MC 644-1 balanciert M0 
Zelle MC 689-3 aberrant M1 Zelle MC 689-4 aberrant M1 
























Zelle MC 741-1 balanciert M0 
Zelle MC 746-4 balanciert M0 Zelle MC 746-5 balanciert M0 
Zelle MC 741-3 aberrant M0 
Zelle MC 741-4 aberrant M0 Zelle MC 741-9, EpCAM-, SM, balanciert 
























Zelle MC 843-1 aberrant M0 
Zelle MC 856-3 balanciert M0 Zelle MC 947-1 aberrant M1 
Zelle MC 947-2 aberrant M1 Zelle MC 947-4 aberrant M1 
Zelle MC 947-8 aberrant M1 Zelle MC 983-1 balanciert M0 
























Zelle MC 983-5 aberrant M0 Zelle MC 983-9, EpCAM-, SM, balanciert 
Zelle MC 1029-1 aberrant M0 Zelle MC 1029-2 balanciert M0 
Zelle MC 1030-3 aberrant M0 
Zelle MC 1030-11 aberrant M0 Zelle MC 1032-3 balanciert M0 
























Zelle MC 1049-2 aberrant M0 Zelle MC 1058-2 aberrant M0 
Zelle MC 1058-3 aberrant M0 Zelle MC 1059-2 aberrant M0 
Zelle MC 1067-3 balanciert M0 Zelle MC 1069-2 aberrant M0 
























Zelle MC 1074-1 balanciert M0 Zelle MC 1074-2 aberrant M0 
Zelle MC 1088-2 aberrant M0 Zelle MC 1088-10 aberrant M0 
Zelle MC 1090-4 aberrant M0 Zelle MC 1102-4 balanciert M0 
























Zelle MC 1111-5 aberrant M0 Zelle MC 1112-1 balanciert M0 
Zelle MC 1112-5 aberrant M0 Zelle MC 1117-3 balanciert M0 
Zelle MC 1117-4 aberrant M0 Zelle MC 1119-1 aberrant M0 
























Zelle MC 1122-4 aberrant M1 Zelle MC 1125-3 balanciert M0 
Zelle MC 1125-5 aberrant M0 Zelle MC 1125-6 balanciert M0 
Zelle MC 1131-4 LK aberrant M0 Zelle MC 1161-3 balanciert M0 
Zelle MC 1194-4 aberrant M0 
